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内 € 筒 介 


本 书 通过 11 个 有 关 酵 母 碱 数 分 改作 图 、 四 分 子 分 析 、 转 化 、 胞 导 和 
核 配 、 基 因 置 换 等 经 典 实验 ， 以 及 14 种 酵母 分 子 生 物 学 的 技术 方法 ， 醇 
母 蛋 白质 的 抽 提 、RNA 的 分 离 、DNA KRERET, RES, 全面 、 
详细 地 介绍 了 酵母 遗传 操作 的 最 新 技术 和 实验 方法 ， 很 好 地 做 到 了 兼 颖 经 
典 和 前 沿 两 个 方面 ， 成 为 《分 子 克隆 实验 指南 》 等 经 典 实验 手册 的 必要 补 
$6. 

全 书 内 容 丰 富 、 新 颖 ， 文 字 简 洁 明了 。 适 合 于 大 专 院 校 、 科 研 单 位 的 
科研 人 员 、 教 是 、 研 究 生 、 大 学 生 作 为 实验 指导 书 ， 亦 可 殿 从 事 与 藤 母 相 
关 生 物 制品 行业 的 科技 人 员 参 考 。 
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译 者 的 话 


众所周知 ， 被 西方 学 者 誉 为 现代 分 子 生物 学 技术 “至 经 ”的 《分 子 克隆 实验 指南 》 
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual) 一 书 已 风靡 全 球 ， 为 世人 所 感叹 。 然 而 ， 
在 这 本 “圣经 ”里 却 没 有 涉及 有 关 酵 母 遗 传 学 的 操作 技术 。 由 于 酵母 作为 真 核 生 物 的 模 
式 菌 ,在 遗传 学 、 生 物化 学 、 分 子 生 物 学 、 真 核 生物 的 代谢 调控 以 及 生化 制品 的 开发 等 
领域 具有 不 可 替代 的 地 位 。 因 此 ， 冷 泉 港 实验 室 (Cold Spring Harbor Laboratory) 的 科 
学 家 们 编写 了 本 书 一 一 《酵母 遗传 学 方法 实验 指南 》 (Methods in Yeast Genetics: A 
Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual) 一 书 ， 实 际 上 ， 本 书 是 《分 于 克隆 实验 
指南 》 的 一 个 重要 补充 。 

本 书 系 统 地 介绍 了 酵母 遗传 学 操作 最 常用 的 实验 方法 ， 著 者 具有 让 畜 的 理论 知识 和 
实践 经 验 ， 所 编写 的 每 个 实验 ， 都 从 理论 基础 、 操 作 方 法 、 必 备 材 料 、 结 果 分 析 、 注 意 
事项 、 参 考 文献 等 作 了 详尽 的 介绍 。 

译 稿 经 喻 子 牛 教授 和 赵 湛 教授 审 校 ， 旨 在 忠实 地 将 原文 信息 奉献 给 读者 。 由 于 译 者 
学 识 有 限 ， 译 文中 不 受 和 雇 误 之 处 在 所 难免 ， 望 批评 指正 。 
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这 本 实验 教程 手册 编 人 了 以 前 “Cold Spring Harbor Yeast Genetics Courses” 中 的 重 
要 部 分 ， 尽 管 目 前 大 部 分 实验 内 容 已 经 进行 了 修订 并 且 还 增加 了 一 些 新 的 实验 技术 ， 但 
这 本 教程 的 着 重点 与 27 年 来 一 直 使 用 的 “Cold Spring Harbor Yeast Genetics Courses" 
是 相同 的 。 我 们 的 前 辈 : Fred Sherman, Gerry Fink, Jim Hicks, Mark Rose, Fred 
Winston, Phil Hieter，Susan Michaelis 和 Aaron Mitchell 在 其 执教 生涯 中 使 这 本 教程 成 
为 酵母 址 传 学 研究 中 的 一 本 重要 文献 ， 为 此 ， 我 们 对 他 们 所 作 的 全 部 贡献 表示 囊 心 的 感 
谢 。 同 时 ,我 们 还 机 对 Mike Cherry 在 遗传 和 物理 图 谱 方面 所 给 的 宝贵 协助 表示 感谢 。 


A. Adams 

D. E. Gottschling 
C. A. Kaiser 

T. Stearns 
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早 在 本 世纪 30 年 代 , Winge 和 他 的 同事 们 就 开创 了 酵母 遗传 学 研究 ， KA 10 年 以 
E, Lindegren 和 他 的 同事 们 也 开始 了 更 全 面 的 研究 工作 ， 这 两 个 研究 小 组 的 工作 揭示 
了 酵母 遗传 学 研究 的 基本 原理 和 基本 方法 。 今 天 ， 酵 母 被 广泛 认为 是 一 种 理想 的 用 于 生 
化 和 遗传 学 研究 的 真 核 微 生物。 尽管 酵母 比 细菌 的 遗传 性 状 复杂 的 多 ， 但 许多 用 于 原核 
微生物 及 其 病毒 的 分 子 遗 传 学 技术 同样 适用 于 酵母 研究 。 酵 母 特 别 适 合 于 遗传 学 研究 的 
一 些 属性 包括 : 存在 稳定 的 单 信 体 和 二 售 体 细胞 ， 生 长 快速 ,无 性 繁殖 ， 简 便 的 平板 影 
印 ， 突 变 体 分 离 以 及 通过 微 解 剖 四 分 体 子 襄 从 而 分 离 得 到 减 数 分 裂 的 每 一 种 单 倍 体 产 物 
的 能 力 。 酵 母 已 经 被 成 功 地 用 于 遗传 学 研究 的 各 个 领域 ， 例 如 : 诱 变 .重组 .染色 体 分 离 , 
基因 表达 和 调控 以 及 一 些 明 显 不 同 于 真 核 生 物 系 统 的 方面 ,比如 线粒体 由 传 学 等 。 

DNA 转化 使 酵母 可 以 很 容易 地 用 于 基因 克隆 和 基因 工程 技术 ， 与 任何 一 种 遗传 学 
特征 相对 应 的 结构 基因 都 可 以 通过 与 质粒 文库 的 互补 作用 而 鉴定 出 来 。DNA 既 能 以 自 
主 复制 的 分 子 形式 ， 又 可 以 整合 到 基因 组 的 方式 而 被 引进 酵母 细胞 。 与 大 多 数 其 他 生物 
相 比 ， 醇 母 中 转化 DNA 的 整合 重组 主要 是 通过 同 源 重 组 方式 进行 的 ， 这 样 就 可 以 有 目 
的 、 高 效率 地 将 DNA 序列 整合 到 基因 组 中 。 同 源 重组 结合 高 水 平 的 基因 转 已 经 使 得 用 
基因 工程 DNA 序列 直接 置换 正常 染色 体 基 因 凑 的 技术 得 到 发 展 。 这 种 简便 的 直接 基因 
置换 技术 在 真 核 生 物 中 是 独一无二 的 ， 并 已 被 广 谤 地 用 于 茸 母 遗传 学 、 细 胞 生物 学 、 生 
理学 以 及 生物 化 学 的 各 个 方面 。 % 醒 学 方 法 》 (Methods in Enzymology) 第 194 着 
(Guthrie and Fink 1991) 和 Rose (1995) 的 著作 对 现代 遗传 学 的 许多 技术 进行 了 综述 。 

RUB MESA DNA 全 序列 的 测定 是 现 已 遗传 学 最 新 的 一 项 成 就 。 它 汇集 了 公开 
的 序列 数据 库 ， 使 醇 峡 成 为 真 核 生物 细胞 学 功能 利 基因 组 精 纳 研究 的 首选 生物 。 一 些 互 
联网 址 提供 了 方便 而 有 序 地 进入 序列 数据 军 的 途径 ， 醉 母 基因 组 数据 库 (Saccharomyces 
genome database, SGD) 和 慕尼黑 蛋白质 序列 信息 中 心 (Munich information center for 
protein sequences, MIPS) 是 两 个 常用 的 网 址 。 这 些 网 址 通过 强大 的 搜索 功能 来 扩大 序 
列 数据 库 ， 其 功能 包括 : 基因 组 分 析 ， 相 关 数 据 库 的 联系 ， 如 ; SRO MER REE 
基因 产物 蛋白 质 结构 数据 库 。 另 外 ， 在 醇 母 蛋白 质数 据 库 (YPD) 中 存 有 每 种 酵母 蛋白 
质 的 数据 ， 并 能 预测 开放 阅读 框 的 结构 信息 以 及 开放 阅读 框 中 基因 突变 伴随 的 表 型 变 
化 。 

名 为 《酿酒 酵母 的 分 子 生物 学 》 (The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces 
1981, 1982) 和 《酿酒 醇 母 的 分 子 细胞 生物 学 》{ The Molecular and Cellular Biology of 
the Yeast Saccharomyces 1991 一 1997) 两 套 评论 性 处 书 是 关于 酿酒 酵母 生物 学 非常 有 用 
的 书籍 。 由 于 后 一 套 丛 书 中 某 些 章节 收集 了 自 第 一 本 丛书 出 版 以 来 所 取得 的 一 些 新 进 
展 ， 所 以 这 两 套 处 书 的 每 一 册 都 综合 了 大 量 醇 母 生 物 学 文献 的 详细 评论 ， 这 些 内 容 是 其 
他 任何 书籍 所 没有 的 。 每 一 位 酵母 生物 学 家 都 应 该 收藏 这 5 本 书 。《 酵 母 壳 传 学 初 论 》 
( The Early Days of Yeast Genetics) 这 本 书 也 值得 一 读 ， 因 为 它 以 历史 的 眼光 回答 了 为 


vr 


什么 酵母 会 成 为 一 种 模式 生物 ， 同 时 还 描绘 了 酵母 遗传 学 研究 的 发 展 对 现代 遗传 学 和 真 
核 生物 分 子 生物 学 的 影响 。 

这 本 教程 全 面 而 集中 地 介绍 了 面包 酵母 菌 一 一 酿酒 酵母 。 学 完 这 本 教程 后 ， 你 应 该 
能 够 运用 醇 母 遗传 学 家 常用 的 全 部 技术 ， 比 较 轻松 地 领会 各 种 有 关 文献 。 除 了 于 于 解剖 
外 ,大 部 分 方法 与 应 用 于 其 他 微生物 的 方法 没有 太 大 区 别 ， 因 此 ， 一 些 技巧 稍 加 实 夏 将 
很 快 可 以 掌握 。 所 有 实验 都 将 分 为 两 人 一 组 ， 如 有 可 能 ， 尽 量 使 对 微生物 学 技术 比较 熟 
匡 的 研究 者 配 一 个 经 验 缺 乏 的 伙伴 。 由 于 大 多 数 实 验 将 在 教程 一 开始 就 进行 ， 故 建议 大 
家 仔细 通读 手册 。 请 注意 ; 由 于 需要 连续 培养 ， 一 些 实验 会 持续 数 天 。 

值得 强调 的 是 ， 在 这 个 手册 里 ,一些 标 作 程序 已 经 浓缩 以 便 节 约 时 间 ， 而 不 是 以 研 
究 为 目的 所 必须 遵循 的 操作 标准 ， 例 如 ， 突 变 株 通常 经 亚 克 隆 起 始 菌株 得 以 纯化 。 有 些 
技术 不 可 能 直接 用 于 解决 问题 ， 但 它们 有 助 于 闸 明 基本 原理 和 方法 。 
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遗传 学 命名 法 
染色 体 基因 


用 于 酵母 遗传 学 早期 介绍 的 命名 法 及 其 规则 已 由 Sherman 和 Lawrence (1974) 以 
及 Sherman (1981) 作 了 概述 。 基 因 符 号 应 尽量 与 Demerec 等 (1966) 提出 的 标准 相 一 
致 ， 即 用 三 个 斜体 字母 命名 〈 例 如 ，arg )。 与 Demerec 等 (1966) 提出 的 标准 相反 ， 
遗传 学 基因 座 通 过 眼 在 基因 符号 后 的 一 个 数字 而 不 是 字母 ) 来 表示 ， 如 : arg2。 显 
性 等 位 基因 通过 使 用 基因 符号 的 三 个 斜体 大 写字 母 来 表示 ， 如 : ARG2 。 左 下 角 小 写字 
母 则 代表 隐 性 等 位 基因 ， 如 : 营养 缺陷 型 arg2。 野 生 型 基因 用 一 个 右上 角 带 + 的 符号 
表示 ， 如 sup6 R ARG2* 。 用 一 个 连 字符 号 将 一 个 数字 与 一 个 基因 座 标记 隔 开 的 方式 
表示 该 座位 上 的 等 位 基因 ， 如 ; arg2-14 。 座 位 序号 应 与 原来 的 标记 一 致 ， 但 等 位 基因 
的 序号 可 因 不 同 实验 室 而 异 。 

表 型 的 名 称 通常 用 右上 角 带 有 + 或 - 的 罗马 字 的 相应 基因 标记 表示 ， 如 : 用 Arg’ 
和 Arg -分 别 表示 精 气 酸 非 依赖 型 和 精 握 酸 依赖 型 。 

下 面 的 例子 说 明了 用 于 酿酒 酵母 遗传 学 命名 的 规则 : 


ARG2 ”一 个 基因 座 或 显 性 等 位 基因 

arg 一 个 产生 依赖 精 氨 酸 作为 表 型 的 基因 座 或 降 性 等 位 基因 
ARG2' 该 基因 的 野生 型 等 位 基因 

arg2 -9 一 个 特异 等 位 基因 或 在 ARG2 基因 座 突变 

Arg* — “SAR RS BR AY BS BR 

Arg” 一 个 依赖 精 氮 酸 的 菌株 

Arg2p 表示 ARG2 基因 的 蛋白 质 产物 


除了 这 些 普 遍 规 则 外 ， 还 存在 一 些 特 殊 规则 。 基 因 复 、 同 一 基因 内 的 互补 群 或 一 个 
基因 中 具有 不 同 特性 的 区 域 可 以 用 带 有 大 写字 母 的 相应 基因 座 标记 表示 ， 如 :， hisdA., 
his4 B. 

随 着 酵母 重组 DNA 技术 的 广泛 应 用 ， 出 现 了 一 种 适合 于 基因 插 和 人 、 基 因 融 合 和 质 
粒 命 名 的 方 法 : 


ARG2. LEU2 LEU2 基因 揪 人 ARG? 基因 座 ， 但 插 人 的 位 置 没 有 破坏 
ARG2 的 功能 

arg2.. LEU2 LEU2 基因 插入 ARG2 基因 座 ， 但 插 人 的 位 置 破 坏 了 
ARG2 的 功能 

arg2 -101..' LEU2 LEU 2 基因 插 人 ARG2 基因 座 , 插入 的 位 置 破坏 了 ARG2 
的 功能 且 标 明了 被 破坏 等 位 基因 的 位 置 。 


“whe 





cycl-arg2 CYC! 和 ARG2 基因 发 生 融 含 ， 融 合 后 的 两 个 基因 都 是 无 功 


能 的 
P ya -ARG2 CYC! 基因 启动 子 和 ARG2 基 因 的 融合 体 , 融合 后 的 ARG2 
基因 是 有 功能 的 
[ YCp-ARG2] 携带 一 个 有 功能 ARG2 基因 座 的 着 经 粒 质粒 
[pCK101] 表示 一 个 具体 的 质粒 ， 其 结构 可 查 资料 


尽管 应 尽量 避免 使 用 上 标 , 但 有 时 为 了 方便 也 会 分 别 使 用 右上 标 民 或 S 来 区 分 抗 
性 或 敏感 基因 。 例 如 : 控制 刀 豆 氨 酸 硫酸 盐 抗 性 (cani) 和 硫酸 锅 抗 性 (CUPI ) 的 基 
因 及 其 敏感 等 位 基因 可 分 别 用 can 1. CUPP1, CANS! 和 cup51 表示 。 

交配 型 和 相关 基因 座 的 野生 型 和 突变 型 等 位 基因 的 命名 法 并 不 遵循 上 述 标 准 规则 。 
交配 型 基因 座 的 两 种 野生 型 等 位 基因 用 MATa 和 MATa 表示 , MAT 的 两 个 互补 群 用 
MATal 和 MATa? 表示 ; MAT 基因 的 突变 基因 用 mata ~ 1 、smatal -1 X; HMR 
和 HML 基因 座 的 层 生 型 同宗 配合 等 位 基 央 用 HMRa、HMRa、HMLa 和 HMLo 表示 。 
这 些 基因 座 的 突变 型 基因 用 hmra-1. Amla-l 表示 。MATa 和 MATa fll ir Ss Bose 
分 别 用 简单 的 a 和 a 表示 。 

显 性 和 隐 福 抑制 基因 应 分 别 用 带 有 基因 座 序 号 的 3 个 大 写字 母 或 3 个 小 写字 母 表 
示 ， 如 : SUP4 、SUFI 、sup35 、su 有 1。 在 一 些 情况 下 ，UAA 抑制 基因 和 UAG 抑制 
基因 还 要 分 别 在 基因 座 序 号 后 加 上 o 和 a。 例如 : SUP4-o 代表 SUPA 基因 座 的 抑制 基 
Al, EHR RIA UAA 位 点 ; SUP4-a 同样 代表 SUP4 基因 座 的 抑制 基因 ， 但 
CHEMAREA UAG 位 点 。 相 应 编码 正常 的 酷 氨 酸 tRNA 并 且 无 抑制 活性 的 野生 
型 座位 可 以 用 sup, 表示 。 因 此 ， 蕉 母 中 抑制 基因 及 其 野生 型 等 位 基因 的 命名 法 与 细菌 
的 命名 法 无 关 。 例 如 ， 用 seg 表示 一 种 大 肠 杆 菌 赭 石 抑制 基因 ， 它 可 将 酷 氨 酸 残 基 同 
时 插入 UAA 和 UAG 位 点 ; 而 用 Sui. sug 或 supC 表示 编码 正常 酷 氮 酸 :RNA 且 无 抑 
制 活性 的 野生 型 等 位 基 因 。 

对 于 大 多 数 编码 蛋白 质 的 结构 基因 而 言 ， 有 功能 的 野生 型 等 位 基因 通常 其 突变 型 基 
因为 显 性 。 了 酵母 中 ， 习 惯 使 用 斜体 符号 如 ;HIS4 、LEU2 来 表示 显 性 基因 。 因 为 ， 通 
常 使 用 隐 性 突变 位 点 进行 遗传 作 图 ， 而 已 发 表 的 染色 体 图 谱 通 常 含 有 某 基因 的 突变 型 。 
例如 : RAM AA hist Mieu2, WAAN SA SUP22 和 FLDI 。 由 于 大 写字 母 被 
用 来 代表 控制 相同 性 状 的 显 性 野生 型 基因 (如 SUCI ，SUC2 )， 而 遗传 学 作 图 时 使 用 
基因 的 显 性 形式 ， 所 以 在 遗传 学 图 谱 中 ， 那 些 染色 体 基因 座 用 大 写字 母 表示 。 此 外 ， 使 
用 重组 DNA 技术 与 经 典 作 图 相 结 合 的 方法 已 经 对 某 些 DNA 片断 进行 了 定位 ， 大 写字 
母 也 用 来 为 这 些 DNA 片断 命名 ， 如 : RDNI ， 一 种 编码 核糖 体 RNA 的 片断 。 


非 孟 德尔 决定 因子 


必要 时 ， 可 以 用 加 插 弧 的 方法 来 区 分 非 孟 短 尔 基因 型 和 染色 体 基 因 型 。 只 要 允许 ， 
最 好 使 用 上 述 方法 以 避免 使 用 希腊 字母 来 命名 非 孟 德尔 基因 。 但 是 当 提 到 整个 非 孟 德尔 
因子 时 ， 最 好 仍然 使 用 原来 的 希腊 符 导 [6 ]、fp ]. [ot] 和 [人 ]， 或 分 别 用 其 音 
译 符号 表示 [rho] [rho], [PSI* ] 和 [psi^ ]。Dujon (1981) 和 Grivell (1984; 


vin * 





1990) 提出 了 为 线粒体 突变 子 命名 的 详细 方法 ，Wickner (1981) 则 为 放 毒 者 细胞 株 
(killer strains) 提出 了 命名 法 。 与 其 他 非 备 德尔 决定 因子 不 同 ，[ PSI") 和 [URES] 
的 特性 并 不 是 由 核酸 的 构 型 决定 的 ， 而 是 由 可 遗传 的 蛋白 质 构 象 所 决定 的 。 这 些 特性 所 
造成 的 异常 结果 可 用 掀 病 毒 假 说 《prion hypothesis) MR, XX fB ix ut FE SIE EE RE TL 
动物 中 出 现 的 可 传染 的 神经 退化 疾病 ， 如: 瘙痒 病 (Lindquist 1997), [PSI*] 由 翻译 
终止 因子 Sup35p 的 一 种 可 遗传 构象 决定 ， 而 [URE3] 由 基因 URE2 (其 产物 与 氮 素 
调节 有 关 ) 的 一 种 可 遗传 失 活 状态 决定 。 酵 母 中 已 知 的 非 重 德尔 决定 因子 列 于 表 1。 


Rt 酵母 的 非 孟 德尔 决定 子 





FEN ATEA 因子 突变 特征 
[e+] [p] 线粒体 DNA 呼吸 频率 
[KIL- ky] [KIL-o] RNA 质粒 对 杀伤 毒素 敏感 
{cir* ] lciro] 2u 质粒 无 
[esi] [PSI] Sup35p HAREE 加强 无 义 密 码 的 抑制 作用 
Lured” } [URE3] Ure2p BI PUER SEXE SR XU eB Se I A cde] 
mium 


当 设 计 实 验 时 ， 醉 酒 醇 母 基因 型 来 源 的 遗传 背景 是 一 个 应 该 考虑 但 又 经 常 玖 乱 的 方 
面 。 现 代 泪 传 学 研究 中 使 用 的 大 部 分 蔚 株 属 下 列 菌 株 之 一 ， 包括 : S288C、X2180、 
A364A、W303、S1278b、AB972 、SK1 和 FL100。 在 20 世纪 40 年 代 进 行 的 野生 型 酵 
母 与 酿造 菌株 杂交 (Mortimer 和 Johnston 1986) 的 基础 上 ， 最 近 对 上 述 一 些 遗 传 背景 
的 谱系 进行 了 改造 。 分 析 表 明 ， 尽 管 大 多 数 遗 传 背景 具有 共同 的 祖先 ， 但 由 于 异型 远 交 
仍 引起 一 定 程度 的 遗传 异 质 性 。 实 际 上 ， 远 绿 菌株 之 间 的 杂交 经 常 引起 不 能 生长 的 等 位 
基因 的 结合 ， 从 而 产生 许多 不 能 生长 的 孢子 ， 但 相同 遗传 背景 菌株 之 间 的 杂交 所 产生 的 
BF, 其 存 活 率 通常 湊 95% 以 上 上 上。 菌株 S288C 和 A364A 遗传 背景 有 具有 相似 的 谱系 ， 且 
杂交 后 产生 的 抱 子 存活 率 很 高 ， 但 通过 对 这 些 菌株 的 基因 组 序列 分 析 发 现 ， 基 因 组 
DNA 上 每 tkb 平均 有 3.4 个 核 昔 酸 序列 的 善 异 。 困 此， 即使 亲缘 关系 非常 接近 的 菌株 ， 
也 会 在 许多 位 点 上 存在 差异 。 

不 同 菌株 过 传 背景 间 等 位 基因 的 差异 会 严重 影响 许多 不 同类 型 实验 的 结果 ， 故 最 好 
尽 可 能 使 用 单一 遗传 背景 的 材料 来 避免 壮 传 的 异 质 性 。 在 开始 第 选 一 种 新 的 突变 体 时 ， 
最 好 考虑 使 用 何 种 过 传 背景 菌株 一 一 通常 最 好 选择 在 同一 领域 中 大 多 数 研 究 者 使 用 过 的 
PEAR REAR. Hk S288C 是 最 常用 的 一 种 ， 但 是 ， 其 他 遗传 背景 的 菌株 在 特 
定 类 型 的 实验 中 有 其 独特 的 优势 。 例 如 ， 音 株 51278b TUE RRB, m Atk S288C 
HRE, EPSKI (在 实验 三 中 用 来 进行 四 分 体 分 析 的 菌株 〉 比 菌株 S288C 形成 孢子 
的 速度 快 得 多 。 和 通常， 必需 将 目标 突变 从 一 种 遗传 背景 转移 到 另 一 种 遗传 背景 中 ， 在 理 
论 上 ， 可 以 通过 使 用 重组 质粒 和 实验 七 中 所 描述 的 基因 曾 换 来 实现 。 未 克隆 出 的 突变 可 
以 通过 回 交 获得 理想 的 菌株 《通常 要 进行 连续 回 交 直到 实现 目标 性 状 的 分 离 比 为 2:2)。 
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实验 一 ”酵母 细胞 的 观察 


醇 母 细胞 的 直径 大 约 为 Sam， 在 光学 显微镜 下 就 可 观察 到 它 的 许多 重要 特征 。 在 
实验 室 中 ， 最 好 定期 在 相差 显微镜 下 观察 醇 母 培 养 物 ， 以 掌握 细胞 的 生理 状态 ， 避 免 发 
生 污 染 。 在 大 多 数 现代 酵母 细胞 生物 学 研究 中 ， 要 对 经 过 蛋白 特异 抗体 处 理 或 特异 结合 
某 些 细胞 器 的 荧光 染料 处 理 后 ， 才 能 对 酵母 细胞 进行 非常 复杂 的 镜 检 。 这 个 实验 会 提供 
一 些 将 光学 显微镜 用 于 酵母 细胞 检测 的 标准 类 型 例子 。 


生长 培养 物 的 检测 
生长 特性 


酿酒 酵母 《Saccharomyces cerevisiae) 细胞 以 出 芽 方式 生长 。 出 芽 细胞 称 为 母 细胞 ， 
新 产生 的 芽 称 为 子 细胞 。 细 胞 生长 刚刚 开始 时 ， 一 个 母 细 胞 上 就 会 出 现 一 个 新 芽 ， 然 
Ji, 这 个 芽 在 整个 细胞 生长 周期 会 不 断 生长 直到 细胞 生长 局 期 结束 时 才 从 母 细胞 上 分 离 
下 来 。 由 于 一 个 酵母 细胞 的 全 部 生长 都 集中 于 芽 上 ， 而 且 这 种 生长 实际 上 贯穿 于 整个 细 
胞 周期 ， 故 通过 观察 芽 的 大 小 就 可 以 粗略 的 估计 出 一 个 给 定 细胞 处 于 细胞 周期 的 什么 阶 
段 。 在 以 指数 增长 的 酵母 细胞 培养 物 中 ， 大 约 有 三 分 之 一 的 细胞 没有 芽 ， 三 分 之 一 的 缀 
胞 出 现 小 萃 ， 还 有 三 分 之 一 的 细胞 出 现 大 芽 。 当 生活 细胞 耗 尽 营养 物 后， 它们 就 会 像 末 
出 芽 细 胞 一 样 停止 生长 而 滞留 在 细胞 周期 的 某 个 阶段 。 因 此 ， 人 掌握 培养 物 生 长 状态 的 一 
种 简单 方法 就 是 在 显微镜 下 确定 出 芽 网 胞 的 频率 。 注 意 ， 对 一 些 菌株 而 言 ， 尽 管 它们 已 
经 完成 了 胞 盾 分 型 ,但 其 母 细 胞 和 子 细 胞 仍 粘 附 在 一 起 。 在 这 种 情况 下 ， 镜 检 前 必须 对 
培养 物 进行 振荡 或 超声 波 处 理 分 离 细胞 。 许 多 种 类 的 突变 子 会 停滞 在 细胞 周期 的 某 个 阶 
段 ， 从 某 种 意义 上 讲 ， 这 也 是 它们 的 一 种 表 型 特征 。 例 如 ， 有 丝 分 裂 纺 锤 体 缺 陷 的 细胞 
会 以 带 有 大 芽 的 形态 停 濡 生长， 通常 从 这 点 就 可 以 判断 细胞 正 处 于 细胞 周期 的 有 丝 分 裂 
阶段 。 需 要 着 重 指出 的 是 ， 突 变 细 胞 的 停滞 点 或 最 终 表 型 在 形态 上 与 正常 培养 物 中 的 其 
他 任何 细胞 表 型 都 不 相同 。 在 上 述 有 经 分 裂 突 变 子 中 ， 母 细胞 和 子 细 胞 在 停滞 点 处 继续 
后 长 ， 结 果 两 者 均 比 正常 醇 母 细胞 要 大 得 多 。 


单 倍 体 与 二 倍 体 的 比较 


酵母 单 售 体 和 二 倍 体 细胞 在 形态 学 上 十 分 相似 ， 但 也 存在 几 点 重要 的 差异 。 第 一 ， 
二 售 体 细胞 比 单 倍 体 细胞 大 。 二 倍 体 细 胞 胞 质 体 积 成 倍增 长 ， 且 细胞 直径 大 约 是 单 倍 体 
细胞 的 1.3 倍 。 当 将 单 倍 体 与 二 倍 体 细胞 并 排放 在 一 起 进行 比较 时 ， 就 会 很 容易 发 现 这 
点 差异 。 由 于 二 倍 体 细胞 比较 大 ， 所 以 它们 《在 某 些 情况 下 其 至 为 四 伴 体 细胞 ) 经 常用 
来 刁 荧 光 镜 检 ， 此 时 其 较 大 的 形态 有 助 于 分 辨 微小 的 细胞 结构 。 第 二 ， 在 形状 上 二 售 体 
细胞 星 长 形 或 卵 圆 形 ， 而 单 倍 体 细胞 通常 近似 圆 形 。 第 三 ， 二 倍 体 和 单 倍 体 细 胞 的 出 芽 
方式 不 同 。 酵 母 细 胞 在 衰老 前 一 般 出 芽 20 次 ， 在 母 细胞 表面 以 定型 的 方式 连续 出 全 。 
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单 倍 体 细胞 以 滞 轴 疝 的 方式 出 芽 ， 每 个 芽 与 前 一 个 芽 紧 密 相连 。 二 倍 体 细胞 以 极 向 的 方 
式 出 芽 ， 连 续 的 芽 可 出 现在 长 形 的 母 细胞 的 任何 一 端 。 用 和 钙 荧 光 素 (Calcofluor) 处 理 
细胞 后 就 可 看 出 细胞 的 出 芽 方式 。 钙 荧光 素 是 一 种 可 以 结合 到 几 丁 质 环 上 的 荧光 化 合 
物 ， 而 几 丁 质 环 则 在 原来 的 芽 上 ， 这 些 几 丁 质 环 被 称 为 芽 痕 ， 只 要 用 钙 荧 光 素 处 理 单 售 
体 和 二 售 体 细 胞 ， 就 可 以 看 出 芽 痕 是 以 轴 疝 还 是 以 极 向 方式 增长 。 


交配 细胞 


醉 母 细胞 有 三 种 交配 型 ，MATa 和 MATa， 这 两 种 细胞 能 够 相互 交配 形成 第 三 种 
交配 型 MATa/a, MATa/« 细胞 不 能 与 MATa 或 MATa 中 的 任何 一 种 交配 。 一 般 情况 
T, BRR MATa 和 MATa AAPA, 菌株 MATa 为 二 倍 体 ， 但 有 时 也 不 一 定 ， 故 
不 能 仅仅 从 染色 体 的 倍 性 来 判断 细胞 的 交配 型 。 在 两 种 细胞 开始 交配 的 初期 ， 双 方 互相 
交换 信息 素 ， 这 使 得 细胞 如 同 无 芽 细 胞 一 样 停 灌 在 细胞 周期 的 某 个 阶段 ， 并 诱导 交配 所 
需 蛋 白质 的 表达。 信息 素 也 会 使 细胞 在 其 表面 产生 一 个 突出 物 ， 这 个 突出 物 是 进行 细胞 
融合 所 必需 的 。 突 出 物 通 常 指 向 它 所 要 交配 的 细胞 。 具 有 交配 突出 物 的 细胞 称 为 “ 西 莹 
斯 细胞 ”(shmoos)， 因 为 这 些 突出 物 与 20 世纪 40 年 代 的 一 个 叫 Al Capp 的 卡通 人 物 十 
分 相像 。 西 闭 斯 细胞 在 其 凸 起 的 顶端 互相 连接 ， 接 着 发 生 胞 质 融 合 ， 然 后 是 核 融合 ， 有 最 
后 形成 一 个 二 倍 体 的 MATava 细胞 核 。 核 融合 的 过 程 称 为 核 配 (karyogamy)。 新 形成 
的 二 信 体 称 为 合子 (zygote)， 它 具有 独特 的 外 观 ， 当 出 第 一 个 芽 时 便 可 很 容易 地 鉴别 
出 来 。 通 过 显 微 操作 ， 即 使 在 没有 遗传 选择 的 条 件 下 也 可 分 离 二 倍 体 的 合子 。 从 观察 大 
大 的 交配 细胞 中 ， 可 鉴定 出 西蒙 斯 细胞 和 合子 。 


线粒体 


酵母 线粒体 基因 组 编码 数 种 与 氧化 磷酸 化 有 关 的 蛋白 质 ， 一 种 核糖 体 蛋 白 以 及 线 粒 
体 翻译 系统 所 需要 的 RNAs 和 tRNAs。 线 粒 体 蛋 白质 的 大 部 分 结构 由 核 基因 编码 并 经 
胞 质 运输 到 线粒体 。 因 此 ， 无 论 核 基因 组 还 是 线粒体 基因 组 突变 均 会 影响 线粒体 功能 的 
发 挥 。 线 粒 体 DNA 发 和 突变 的 醇 母 细胞 不 能 进行 氧化 磷酸 化 ， 所 以 它们 必须 通过 发 本 
作用 来 获取 所 需要 的 全 部 能 量 。 这 些 突变 子 的 生长 比 野生 型 细胞 要 缓慢 ， 而 且 不 能 在 非 
发 醇 性 的 碳 源 (n. 乳酸 、 甘 油 或 乙醇 ) 上 生长 。 首 先 发 现 这 种 线粒体 突变 子 的 法 国 科 
学 家 称 之 为 “小 菌落 ”(pepite) 表 型 。 这 种 菌株 形成 乳白 色 小 菌落 ， 这 种 缺乏 色素 的 现 
象 在 突变 子 ade2 中 尤为 明显 ， 产 生 红色 素 是 突变 子 ade2 的 特性 ， 这 一 过 程 需 经 过 氧 
化 磷酸 化 作用 。 二 售 体 小 菌落 菌株 也 不 能 形成 移 子 ， 故 在 寻找 其 他 不 产生 孢子 的 潜在 原 
因 之 前 ， 最 好 先 检查 一 下 不 产 孢 菌株 是 否 能 在 非 发 酵 碳 源 中 生长 。 小 菌落 突变 子 以 较 高 
频率 出 现在 许多 普通 酵母 菌株 中 一 一 对 一 些 菌株 而 言 ， 培 养 物 中 10% 的 细胞 为 小 菌落 。 
尽管 线粒体 基因 组 或 核 基因 组 的 突变 均 可 引起 小 菌落 现象 ， 但 绝 大 多 数 小 菌落 是 由 线 粒 
Wk DNA 突变 引起 的 。 线 粒 体 基因 组 以 “zho” 命 名 ; 野生 型 菌株 为 rho+ ， 线 粒 体 基因 
组 有 缺陷 的 菌株 (大 名 数 是 突变 型 ) 为 tho- ， 而 缺乏 全 部 线粒体 基因 组 的 菌株 为 rho, 
经 常 出 现 的 错误 概念 是 认为 rho 就 是 缺乏 线粒体 的 菌株 。 通 过 在 线粒体 膜 上 发 生 的 一 
些 特 有 反应 ， 即 便 在 rho" 菌株 中 用 电子 显微镜 也 可 以 看 到 一 种 收缩 了 的 线粒体 结构 。 
在 该 实验 中 ， 将 使 用 荧光 显 微 技术 观察 野生 型 细胞 的 线粒体 和 线粒体 DNA 
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荧光 显 微 技 术 


随 着 细胞 生物 学 实验 中 酵母 细胞 使 用 的 不 断 增 加 ， 原 来 利用 动物 细胞 确定 细胞 内 基 
因 产物 定位 的 方法 已 逐渐 用 于 酵母 细 胸 。 通 过 对 特定 网 胞 结构 中 基因 产物 的 分 析 ， 已 经 
极 大 的 加 深 了 对 相关 基因 功能 的 了 解 。 另 和 外， 通过 检测 细胞 核 以 及 细胞 骨架 的 形态 学 特 
征 ， 得 到 了 关于 单个 细胞 细胞 周期 阶段 的 准确 信息 ， 这 种 方法 已 被 用 于 判断 细胞 分 裂 突 
変 子 。 

在 本 实验 中 ， 将 使 用 3 种 荧光 显 徽 技术 来 鉴别 酵母 细胞 的 结构 和 蛋白。 第 一 种 方法 
是 免疫 荧光 显 微 技 术 ， 使 用 这 种 技术 首先 要 用 目标 蛋白 的 第 一 抗体 与 固定 细胞 一 起 保 
刘 ， 然 后 再 用 带 有 荧光 标记 的 第 二 抗体 与 第 一 抗体 直接 作用 。 第 一 抗体 和 第 二 抗体 的 重 
合 使 用 可 以 增强 潜在 的 荧光 信和 号。 将 使 用 带 有 微 管 蛋 白 抗 体 的 荧光 显 微 技 术 来 观察 微 管 
的 细胞 骨架 ， 这 种 方法 的 优点 是 可 以 产生 很 强 的 荧光 信号， 但 其 缺点 是 观察 前 必须 对 细 
胞 进行 固定 ， 并 且 为 了 使 抗体 进 和 细胞， 必须 将 细胞 壁 去 掉 。 值 得 注意 的 是 ， 必 须 采 取 
措施 避免 细胞 制备 中 带 来 的 假象 。 

第 二 种 荧光 显 微 技 术 要 利用 一 种 小 分 子 ， 这 种 小 分 子 可 以 发 出 荣光 ， 并且 能 与 特定 
蛋白 质 结合 ， 或 者 与 某 种 细胞 器 结合 。 将 用 DAPI (4, 6-2-2-8) 标记 
DNA, DOG (3, 3- —G BRERA) 标记 线粒体 ， 罗 丹 明 - 鬼 笔 环 肽 (rho- 
damine-phalloidin) 标记 肌 动 重 白细胞 骨架 。DAPiI S DNA 特异 结合 ， 其 荣光 效应 很 强 。 
DOG, 是 一 种 可 以 发 出 茨 光 的 朴 水 分 子 ， 可 特异 运往 线粒体 。 鬼 笔 环 肽 是 一 种 来 自 A- 
manita phalloides 蘑菇 的 毒素 ， 可 与 肌 动 重 白 经 状 体 结合 ， 当 用 捉 笔 环 航 标记 后 ， 即 可 
(BS SEE EC BER XO. DAP BERT FH FIEL RE £6 UIS A FARR, DiOC。 只 
能 用 于 活体 细胞 ， 而 罗丹 明 - 鬼 笔 环 肽 一 般 用 于 固定 化 细胞 。 

第 三 种 方法 是 目前 发 展 最 快 的 绿色 荧光 蛋白 〈GFP)， 这 种 蛋白 是 来 自 水 母 Aequo- 
ria victoria 的 一 种 天 然 荧 光 蛋 白 。GFP 的 独特 性 就 在 于 当 它 在 细菌 、 真 菌 、 植 物 和 动 
物 细胞 中 表达 时 ， 都 能 发 出 荧光 ， 这 使 它 成 为 一 种 理想 的 荧光 标记 蛋白 。 为 了 检测 细胞 
内 一 种 蛋白 质 的 定位 ， 就 要 将 该 蛋白 质 的 基因 与 GFP 的 编码 序列 相 融 合 ， 这 样 就 产生 
了 一 种 融合 蛋白 质 。 这 种 融合 蛋白 质 表 达 后 ， 即 可 在 活 细胞 中 观察 到 目标 蛋白 质 的 位 
置 ， 在 固定 化 细胞 中 同样 有 用 。 虽 然 需 要 采取 一 些 措施 以 保证 融合 蛋白 能 像 野 生 型 蛋白 
一 样 正常 表达 ,但 GFP 融合 法 毕竟 是 一 种 很 有 效 的 方法 ， 因 为 它 可 以 对 活体 细胞 的 行 
为 进行 动态 观察 。 我 们 将 观察 一 些 细胞 ,一 种 是 只 表达 GFP， 另 一 种 是 表达 CFP 与 
TUB4 的 融合 声 物 。TUB4 是 一 种 存在 于 纺锤 体 极 体 中 的 蛋白 。 


菌株 


1-1 TSY623 MAT=« üde2  his3 leu2  ura3 

1-2 TSY807 MATa his3 leu2  lys2 ura3 

1-3 TSY800  MATa/« ADE2/ade2  his3/his3  leu2/leu2  ly2/LYS2 
ura3 /ura3 

1-4 TSY481  MATa/a ADE2/ade2 his3 /his3 leu2/leu2  iys2/Lys2 


ura3/ura3 [pTS568] 
1-5 TSY514 MATa hiss leu2 ly2 ura3 [pTS592] 


质粒 


pTS568 CEN URA3 GFP 
pTS592 CEN URA3 TUBA-GFP 


程序 
安全 须知 


申 醋 有毒 并 且 是 一 种 致癌 物 ， 它 可 以 通过 皮肤 吸收 ， 对 了 眼睛、 皮肤 、 粘 膜 和 上 呼吸 
道 有 刺激 性 ， 需 带 手 套 ， 安 全 面 音 ， 始 终 保持 在 通风 厨 里 操作 。 

DAPI 是 一 种 可 能 的 致 痛 物 ， 如 果 吸 人 、 吞 咽 或 通过 皮肤 吸收 将 是 有 害 的 。 也 可 能 
引起 发 炎 ， 沉 带 手 套 ， GA, KS, 不要 吸入 全 粉 。 


BLA 


提供 给 你 在 对 数 期 或 稳定 期 已 被 固定 化 菌株 1-2 的 培养 物 ， 使 用 相差 或 DIC 显微镜 
观察 ， 并 从 每 个 培养 物 中 数 100 个 细胞 ， 注 意 无 芽 、 出 小 芽 和 大 芽 的 细胞 数 。 
再 提供 给 你 已 固定 化 菌株 1-1 和 1-2 细胞 的 交配 混合 培养 物 ， 使 用 相差 或 DIC BH 
镜 检 查 培养 物 ， 根 据 它们 的 不 同形 态 鉴 定西 莹 斯 纲 胞 和 合子 。 
比较 单 倍 体 细胞 1-2 和 二 和信 体 细胞 1-3， 找 出 细胞 大 小 和 形态 的 差异 。 
将 下 列 菌株 置 30 筷 培养 过 夜 ; 
菌株 1-3 在 10ml 的 YPD 中 
菌株 1-3 在 5ml 的 YPEG (除了 用 3% 乙 醇和 3% 甘 油 代 替 葡 萄 精 作 为 碳 源 外 ， 其 他 
成分 同 YPD) 中 
菌株 1-4 和 1-5 TE Sml 的 SGal-ura (用 2% 半 乳糖 作 瑞 源 的 基本 培养 基 ) 中 ， 以 备 第 
二 天 早上 之 用 


S2x 


RNEECXIMAEKR, TRIED, FARR Ka, 

1) 直接 加 0.5ml 甲醛 (HAEE 3.7% ， 标 准 母液 是 37% ) 到 培养 物 中 ， 固 定 生长 在 
YPD 中 的 Sml 菌株 1-3， 室温 ( 釣 23 や ) 培养 1 一 2 小 时 ， 用 一 个 医用 离心 机 收集 细 
fid, 用 0.1mol/L 磷酸 钾 (pH 7.5) 洗 2 次 ， 在 4 人 贮存 细胞 过 夜 。 

2) 按照 “技术 和 方案 10， 酵 母 活体 染色 法 ” ， 用 DOCS 对 生长 在 YPD 和 YPEG 中 菌株 
1-3 活 细胞 进行 染色 。 

3) 按照 “技术 和 方案 10， 醇 母 活体 染色 法 ”， 用 Calcofluor 对 生长 在 YPD 中 的 菌株 1-3 
进行 活 细 胞 染色 。 

4) 按 上 述 处 理 把 菌株 1-4 和 1-5 制 成 水 淄 片 ， 然 后 用 荧光 素 滤 片 观 察 。 

à 6 * 


PIF 


1) 按照 “技术 和 方案 11， 酵 母 免疫 荧光 法 "， 用 抗 微 管 蛋白 第 一 抗体 ITC 连接 的 羊 抗 
兔 第 二 抗体 和 DAPI 对 已 国定 化 的 菌株 1-3 细胞 {在 YPD 中 ) 进行 染色 。 

2) 按照 “技术 和 方案 12， 固 定 细胞 的 肌 动 蛋白 染色 法 ”， 用 罗丹 明 - 抱 笔 环 肽 对 已 固定 
化 的 菌株 1-3 细胞 (YE YPD 中 ) 进行 染色 。 


材料 


BI 
10ml YPD 
Sml YPEG 
10ml SGal-ura 
AS 2x 
BRE (379607 TER) 
PBS 
DIOC, (1Oug/ml 贮存 液 ， 用 乙醇 配制 ) 
Calcofluor (1mg/ml EFR, H 100mmol/L MRHAR (pH 7.5) 配制 ] 
BI 
Zymo jyasea 100T (120493-1, Seikagaku America Inc. ) 
100mmol/L 磷酸 钾 (pH 7.5) 
HELE 
Rw AM 
PBS 
-20T 的 甲醇 和 丙酮 
PBS+ 396 BSA 
1/34 体积 的 抗 微 管 蛋白 抗体 
羊 抗 鼠 荧 光 素 连接 的 第 二 抗体 
DAPI (Sigma D 9542 或 Accurate Chemical and Seientific Corp. ) 
封 固 剂 
P A-E 





实验 二 ”营养 缺陷 型 、 温 度 敏感 型 
和 紫外 敏感 型 突变 株 的 分 离 和 鉴别 


因为 自发 突变 的 频率 很 低 ， 所 以 通常 用 紫外 线 、 亚 硝酸 、 甲 基 砚 酸 乙 酷 (EMS), 
硫酸 二 乙 酯 和 1 - 甲 基 - 硝 基 - 亚 硝 基 服 《1-methyl-nitro-nitrosoguanidine》 等 诱 变 剂 来 提 
高 突变 发 生 的 频率 。 这 些 诱 变 剂 十 分 有 效 旦 在 不 破坏 细胞 结构 的 条 件 下 以 5x10 * —1 
x10 下 的 频率 诱发 突变 。 虽 然 在 有 的 方法 中 可 使 用 制 霉 菌 素 和 其 他 药剂 杀 死 未 突变 细 
胞 以 提高 突变 率 ， 但 一 般 不 需要 使 用 这 些 选 择 方法 就 可 以 获得 大 量 的 突变 株 。 在 这 个 实 
验 中 ， 将 利用 EMS 处 理 酵母 细胞 的 方法 分 离 营养 缺陷 型 、 温 度 铀 感 型 和 紫外 敏感 型 突 

营养 缺陷 型 窒 变 株 对 于 表明 生化 反应 过 程 及 其 研究 酶 结构 和 功能 之 间 的 关系 具有 非 
常 重 要 的 价值 ， 通 过 对 氮 基 酸 音 养 缺 陷 型 所 积累 中 间 产 物 的 研究 已 经 揭示 了 许多 生化 反 

对 温度 繁 感 型 突变 株 的 研究 将 会 扩大 基因 组 遗 待 学 研究 的 前 景 。 醉 母 中 一 大 部 分 基 
因 参 与 编码 必 策 和 蛋白质 (例如; RNA REW., RNA 合成 酶 等 )， 造 成 这 些 蛋 和 白质 完全 
丧失 活性 的 突变 会 导致 细胞 死亡 ， 即 使 造成 部 分 活性 丧失 的 突变 也 会 导致 焉 传 和 生化 上 
的 障碍 。 但 有 一 种 突变 十 分 有 用 ， 它 造成 这 些 必需 蛋白 中 一 种 蛋白 结构 发 生 恋 化 ， 使 其 
在 低温 时 能 发 挥 作用 而 在 常温 时 却 不 能 。 具 有 这 种 突变 的 菌株 在 低温 时 能 以 正常 或 接近 
正常 的 速率 生长 ， 但 在 高 温 时 却 不 能 在 任何 培养 基 上 生长 。 利 用 这 种 表 型 特征 就 可 将 发 
生 重 大 功能 窒 变 的 温度 敏感 型 突变 株 与 可 补充 温度 敏感 型 突变 株 〈 即 一 种 氨基 酸 生 物 合 
成 存在 缺陷 的 突变 株 ) 区 分 开 来 。 全 面 研究 温度 敏感 型 突变 株 就 可 以 确证 和 了 解 几 乎 整 
个 基因 组 的 功能， 这 种 可 能 性 已 经 在 数 种 噬菌体 中 成 为 现实 。 

利用 紫外 敏感 型 (或 Rad ) 突变 株 可 以 对 DNA 的 修复 和 重组 过 程 进行 研究 。 其 
理论 根据 是 DNA 紫外 损伤 的 修复 需要 酶 系统 。 编 码 这 些 香 的 RAD 基因 发 生 突变 会 导 
致 细胞 丧失 修复 紫外 损伤 的 能 力 ， 从 而 使 其 比 野生 型 细胞 对 辐射 更 加 敏感 。 因 为 一 些 紫 
外 敏感 型 突变 株 仍 具备 受 损 的 重组 能 力 ， 故 认为 DNA 修复 和 重组 有 相似 的 发 生机 制 。 
此 外 ， 一些 RAD 基因 控制 重要 功能 ， 它 们 的 破坏 会 导致 细胞 死亡 。 

在 某 些 情况 下 ， 能 够 直接 衍 选 特定 基因 的 突变 是 十 分 有 用 的 。 例 如 :， 有 时 不 通过 遗 
传 杂交 就 能 很 容易 将 营养 缺陷 型 标记 引入 菌株 。 直 接 饰 选 营养 缺陷 型 突变 的 两 种 非常 简 
单 的 方法 是 : 使 用 AA (wo- 氮 基 乙 二 酸 ) 筛选 iys2 和 ys5 突 変 (Chattoo et al. 1979; 
Zaret and Sherman 1985); 使 用 5-FOA (5- 气 乳 清 酸 ) 筛选 wra3 和 wra5 RE (Boeke et 
al. 1986). 

这 里 所 提出 的 标准 处 理 法 包括 用 EMS 处 理 野 生 型 酵母 菌株 。 一 半 学 生 将 诱 变 
MATa 菌株 ， 另 一 半 学 生 将 诱 变 MAT 菌株 。 诱 变 以 后 ， 将 菌株 稀释 ， 并 以 每 平板 大 
约 100—200 个 细胞 的 浓度 涂 布 于 完全 培养 基 上 。 这 些 细胞 长 成 菌落 后 ， 将 它们 用 平板 
影印 法 转移 到 各 种 培养 基 上 。 将 平板 在 室温 (23C) 和 37 条 件 下 培养 ， 然 后 进行 成 
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对 比较 ， 即 可 检测 出 温度 敏感 型 突变 株 。 将 照射 处 理 的 平板 与 不 处 理 的 对 照 平 梳 进 行 比 
较 即 可 检测 出 紫外 敏感 型 突变 株 。 在 含有 葡萄 糖 、 磷 酸 钾 、 硫 酸 敏 、 一 些 维生素 、 盐 和 
微量 矿物 质 的 基本 培养 直上 让 菌株 生长 ， 即 可 检测 出 营养 缺陷 型 突变 株 。 把 YPD 平板 
上 的 菌落 转 接 到 不 同 的 合成 培养 基 上 生长 ， 根 据 生长 情况 可 以 测定 出 不 同 菌株 的 特殊 需 
求 ， 通 过 检测 含有 各 种 合成 物 的 原始 YPD 平板 上 菌落 的 生长 情况 ， 就 可 以 确定 不 同 菌 
株 生 长 所 需要 的 特定 条 件 。 

鉴别 营养 缺陷 型 突变 株 ， 可 将 待 测 窦 变 株 按 同一 方式 涂 于 YPD 平 板 上 。 待 形成 菌 
落后 ， 再 将 它们 转移 到 含有 各 种 不 同 氨基 酸 、 味 叭 、 喀 啶 和 其 他 代谢 物 的 基本 培养 基 
上 。 通过 观察 特定 菌株 的 生长 情况 ， 就 可 以 检 光 出 突变 菌株 生长 所 需要 的 特定 条 件 。 





一 般 情 况 下 ， 对 于 含有 库 1 一 5 中 培养 物 的 平板 ， 一 个 菌落 至 少 可 在 其 中 之 一 上 生 
长 ， 对 含有 库 6~9 中 培养 物 的 平板 同样 如 此 ， 这 样 就 可 以 一 个 一 个 的 鉴定 出 生长 所 涟 
要 的 成 分 。 例 如 ; 能 在 库 1 和 ?7 上 生长 的 菌落 需要 组 氨 酸 ， 能 在 库 3 和 8 上 生长 的 菌落 
需要 色 毛 酸 。 如 果 一 个 菌落 只 能 在 九 种 库 中 的 一 种 上 生长 、 那 就 说 明 它 需 要 不 止 一 种 该 
库 所 含 的 营养 。 在 芳香 氨基 酸 生 物 合成 早期 受阻 的 突变 株 将 只 能 在 库 8 中 生长 。 


菌株 


2-1 S288C MATa mal gal2 
2-2 D665-1A MATa 


程序 
安全 须知 

EMS 是 一 种 很 强 的 诱 变 剂 ， 应 戴 手套 并 在 通风 房 中 操作 ， 在 废弃 之 前 ， 用 5 多 硫 代 
硫酸 钠 中 和 所 有 EMS 废 液 ， 所 有 操作 都 应 使 用 一 次 性 移 液 器 。 


皮肤 和 了 眼睛 暴露 于 紫外 射线 下 是 有 危险 的 ， 应 该 免 避 。 为 了 防止 雄 露 ， 照 射 平板 应 
在 一 个 带 有 活 门 装置 的 封闭 盒 里 进行 。 


AIAX 


用 上 述 菌 株 接种 5ml YPD (一 半 学 生 使用 MATa 菌株 2-1, 兄 一 半 学 生 使用 MAT a 
菌株 2-2)， 记 住 用 一 个 装 有 培养 基 而 不 接种 的 试管 作为 对 照 ,， 在 SOC 下 培养 过 夜 。 
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AS 2x 


培养 物 将 含有 约 2x 108 细胞 /ml， 分 别 转 1mil 过 夜 培养 物 到 两 个 无 菌 离心 管 中 ， 离 
心 收集 细胞 ， 用 无 落 燕 饮水 洗 两 次 {离心 5 秒 钟 ， 醇 母 细胞 便 可 沉淀 )。 悬 浮 细 胞 在 
im 无 菌 磷 酸 钠 缓冲 液 (pH 7)， 用 计数 器 测定 确切 的 细胞 密度 ， 加 30p EMS 到 其 中 一 
支 离 心 管 中 ， 振 划分 散 细 胞 〈 另 一 管 作为 非 诱 变 对 照 )。 将 两 支 试管 冒 30C 播 床 培养 1 
小 时 ， 离 心 ， 悬 浮 细 胞 于 无 菌 水 中 ， 转 人 洁净 离心 管 ， 用 5% 硫 代 硫酸 钠 洗 两 次 ， 再 悬 
浮 细 胞 于 1ml ARK. M EMS 处 理 将 引起 约 40% 一 70% 的 细胞 失 活 。 以 下 三 步 用 诱 
变 培 养 基 进行 : 
D 直接 把 细胞 涂 在 AA 培养 基 和 5-FOA 培养 基 用 于 筛选 ns2 和 wra3 突 変 株 。 
2) 细胞 在 YPD 培养 基 中 培养 过 夜 , 然后 ， 涂 在 aAA 和 5-FOA 培养 基 上 。 
3) 稀释 细胞 ， 涂 YPD 平板 以 便 筛 选 其 他 突变 菌落 。 

第 一 ， 直 接 涂 0. im 诱 变 细胞 在 AA 和 5-FOA 平板 上 ， 另 外 ， 涂 0.1ml 洗 过 的 非 
诱 变 细胞 在 相同 的 aAA 和 5-FOA 平板 上 作为 对 照 ， 通 过 诱 变 和 非 诱 变 培养 物 所 长 出 的 
菌落 数 可 测 出 由 EMS 处 理 所 引 起 的 诱 变频 率 。 

第 二 ， 将 每 种 细胞 甚 浮 液 0.1ml 接 到 1ml 的 YPD 培养 液 ， 在 30C 下 培养 过 夜 。 

第 三 ， 为 了 获得 100 一 200 个 成 活 细胞 平板， 用 无 苗 水 稀释 EMS 处 理 细胞 (细胞 
处 在 硫 代 硫酸 钠 溶 液 中 ) 到 10“, 稀释 度 可 根据 使 用 细胞 的 起 始 浓 度 进行 调整 ， 分 别 
将 0.1、0.2 和 0.4ml AREF YPD 平板 上 , 每 种 菌 液 涂 10 套 平板 ， 室 温 (23 や ) 培 
养 3 一 4 天。 


BI 


水 洗 来 自前 一 天 的 lml YPD RSE, 最 浮 在 1ml 无 菌 水 中 ， 涂 0. 1ml 在 相同 
的 aAA 和 5-FOA 平板 上 , 在 30 FHF. 


A Sot 


选择 10 套 或 更 多 含有 25-200 个 菌落 /平板 的 YPD 平板 用 于 分 离 吕 营养 缺陷 型 突 
变 株 、 外 温度 敏感 型 突变 株 和 加 此 外 敏感 型 突变 株 。 用 影印 法 把 每 个 YPD 平板 的 菌落 
转 到 1 个 SD 平板 、1 个 SC 平板 和 4 个 YPD 平板 ， 记 录 被 转移 菌落 的 编号 ， 每 个 平板 
要 编号 ， 并 且 在 背面 做 一 个 方向 性 记号 。 对 营养 缺陷 型 突变 株 的 检测 , 在 30C 下 培养 
SC Al SD 平板 1 天 。 对 温度 敏感 型 突变 株 ， 从 每 组 YPD 影印 板 中 取 一 套 在 370 FIER 
上 1 天， 另外 一 套 在 室温 (23 和 ) 培养 1 天 。 对 紫外 敏感 型 突变 株 ， 从 每 组 YPD 影印 板 
中 取 一 套用 紫外 光 〈 置 Stratalinker，400gJ) 处 理 ， 把 经 紫外 照射 处 理 和 未 经 处 理 的 平 
ARTE 30C 下 培 半 1 天 ， 测 数 EMS 处 理 后 的 成 活 率 。 


PEK 


TJRARMSEXGM 1108 SD 平板 与 SC 平板 进行 两 两 比较 ， 使 用 无 蓝牙 答 ， 把 
SD 平 由 上 不 能 生长 的 菌落 接 到 9 个 含有 不 同 代谢 物 库 的 平板 上 ， 一 个 SC 平板 和 一 个 
SD 平 板 ， 这 样 的 菌落 应 该 有 5% 左 右 。 同 时 接 菌 株 2-1 或 2-2， 在 30 亿 下 培养 过 夜 。 
* 10 . 


此 外 教 感 型 突变 株 ”比较 照射 平板 与 非 照射 平板 。 用 牙签 将 照射 平板 上 不 生长 的 
菌落 接 到 两 个 YPD 平 板 上 ， 也 包括 菌株 2-1 或 2-2， 像 以 前 一 样 照射 其 中 一 个 平板 ,在 
WOT TÈRME FRIK. 

ELA ACA S RR ”比较 37 和 平板 和 23 平板， 用 牙签 将 在 高 温 下 不 能 生长 的 菌 
落 接 到 两 个 YPD 平板 上 ， 一 个 平板 以 37 各 培养 1 天 ， 另 外 一 个 平板 以 室温 培养 ， 也 包 
括 菌株 2-1 或 2-2 作为 对 照 。 制 作 一 个 含有 30% RRB YPD 平板 ， 这 个 平板 将 允 
许 这 些 温度 敏感 型 突变 株 在 SIC EK, DRA EMRE YPD 平板 上 引起 渗透 裂解 ， 
而 在 高 渗 条 件 下 ， 这 种 缺陷 被 抑制 (渗透 补救 突变 株 )。 

lys2 和 wra3 突变 株 ”计数 第 2 天 和 第 3 天 涂 布 的 AA 和 5-FOA 平板 上 生长 的 菌落 
St, 302 x 10 细胞 /ml 作为 饱和 密度 的 YPD 过 夜 培养 物 , 估算 每 个 类 型 突变 株 在 诱 变 
前 后 和 随 着 诱 变 出 现 生长 举 (outgrowth) 前 后 的 频率 。 用 YPD 平板 ， 从 一 套 AA 平板 
中 或 5-FOA 平 板 中 分 别 纯化 4 个 菌落 用 于 检测 它们 的 Lys 和 Ure 表 型 ,在 30 科 下 培养 
平板 ， 每 种 突变 型 在 诱 变 之 后 增加 了 吗 ? 为 什么 诱 变 之 后 生长 可 能 影响 每 种 突变 型 的 恢 
复 ? 


A クー 


营养 的 陷 型 突变 煌 ”记录 生长 情况 ， 给 每 个 突变 株 标号 ， 在 YPD 平板 上 划 线 突变 
株 原 种 ,在 30C 下 培养 过 夜 。 

紫外 教 感 突变 株 ”记录 生长 情况 ， 给 每 个 突变 株 标号 ， 这 些 菌 株 也 可 用 于 检测 它们 
的 其 他 表 型 一 一 X 射线 敏感 和 烷 化 剂 敏感 以 及 筛选 标记 的 恢复 和 重组 比率 。 在 YPD 平 
板 上 划 线 接种 突变 株 原 种 ，30 候 下 培养 。 

BOR ACA E X Wk ”记录 突变 株 在 23 て 和 37 世 下 的 生长 情况 。 给 每 个 突变 株 标 号 ， 
在 YPD 平 板 上 划 线 接种 突变 株 原 种 ， 室 温 培 养 过 夜 。 

lys2 和 wra3 突变 株 ”用 牙签 将 已 纯化 的 aAAR 菌落 接种 到 SD 和 SD+ ura 平板 测 
iX Ura 家 型 。 
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与 伙伴 交换 从 相对 交配 型 菌株 中 分 离 的 相似 表 型 的 突变 株 ， 在 YPD 平板 上 奈 交 突 
変 株 , 室温 培 圧計 夜 。 


BIO 


PRELITE ”将 杂交 平板 影印 到 SD 平板 用 于 互补 试验 ， 室 温 培 养 1 一 2 X. 

PAREREA ”将 杂交 平板 影印 到 YPD 平 板 ， 有 照射。 如 果 一 个 二 税 体 来 自 不 同 
基因 座 突 变 的 两 个 隐 性 Rad 菌株 ， 它 将 有 一 个 正常 的 紫外 敏感 ， 室 温 培 养 1—2 X. 

ADAC EA ”将 杂交 平板 影印 到 YPD 平 板 上 , 在 37 亿 下 培养 1 一 2 天 。 


A DE 


评价 互补 试验 ， 记 录 来 自 整个 班 的 资料 ， 测 定 控制 每 个 特征 的 最 少 基因 数 。 
lys2 和 wra3 RER “记录 来 自 第 7 一 8 天 iys2 Murad 的 生长 情况 。 
^. li 円 





材料 
注意 : 提供 的 材料 量 仅 供 两 人 之 用 。 


X 
2 支 含有 5m YPD 培养 液 的 试管 
AX 


TARK 

5ml AH 0. 1mol/L 磷酸 钠 缓冲 液 (pH 7) 
EMS (PANE Z.AB; Sigma M 0880) 
无 菌 SURAT Ow) 

2 支 含有 Im YPD 的 培养 管 

2 套 aAA 平板 

2 5-FOA 平板 

30  YPD 平板 


FR 


2 Ë aAA 平板 
2 X S-FOA 平板 


BIR 


10 套 SC 平板 
10 & SD 平板 
40 € YPD 平板 
AARE 


BEK 


11 € YPD 平板 

9 种 营养 库 平板 ， 每 种 2 套 
2€ SD 平板 

4€ YPD 平 板 

2 € $8 30% RBA YPD 平板 
2 套 SC 平板 

AC 


# 2ー タ ギ 


6 € YPD 平 板 
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2 套 SD 平 板 
1 套 SD+lys 平 板 
1 套 SD+ura 平 板 


Eg 


5 套 YPD 平 板 
5 套 SD 平板 
Ed: E 
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实验 三 ” 减 数 分 裂 作 图 


通过 减 数 分 裂 作 图 ( 即 四 分 体 分 析 ) 和 有 丝 分 型 作 图 可 以 进行 连锁 研究 。 一 个 子囊 
内 的 四 个 驳 子 是 一 次 减 数 分 虱 的 产物 ， 对 这 些 四 分 体 的 遗传 分 析 能 提供 杂 合 态 基因 的 连 
锁 关 系 。 若 已 知 着 丝 粒 连 锁 的 基因 存在 于 杂种 中 ， 那 么 就 可 以 给 出 与 其 着 丝 粒 相关 基因 
的 图 谱 。 尽 管 从 一 个 子囊 里 分 离 四 个 孢子 是 相当 困难 的 技术 ， 它 需要 显 微 操作 器 和 大 量 
的 实践 。 四 分 体 分 析 不 仅 用 于 连锁 研究 ， 也 可 用 于 构建 遗传 和 生化 实验 所 需 的 一 些 菌 
株 ， 有 时 候 ， 孢 子 可 随机 分 离 (参见 实验 四 中 的 例证 )。 

四 分 体 可 分 为 三 类 一 一 亲 代 双 型 (PD)、 非 亲 代 双 型 (NPD) 和 四 型 (T) 一 一 来 
源 于 两 个 杂 合 二 倍 体 的 两 个 标记 AB x ab 的 关系 表示 如 下 ; 


PD NPD T 
AB aB AB 
AB aB Ab 
ab Ab ab 
ab Ab aB 

随机 分 配 1:1:4 

连锁 >1: ぐ 1 

荐 毕 粒 连锁 "1:1: ぐ 4 


如 果 两 基因 连锁 ， 亲 代 双 型 (PD) 子 训 数目 宪 于 非 亲 代 双 型 (NPD) FÆ; 如果 
两 基因 位 于 不 同 染色 体 上 是 与 各 自 的 着 丝 粒 连锁 ， 那么 四 型 (TT) 子 夺 的 比例 就 会 威 
少 。 如 果 两 基因 位 于 不 同 染 色 体 上 了 且 至 少 一 个 基因 为 非 著 丝 粒 连锁 或 者 两 基因 在 同一 着 
丝 粒 上 分 离 较 远 ， 那 么 就 遵循 独立 分 配 ，PD:NPD:T 的 比例 为 1:1:4。 

报 然 非 亲 代 双 型 (NPD) BAKA 4 个 重组 子 ， 四 型 (T) 四 分 体 仅 有 2 个 重组 
子 ， 那 么 重组 的 百分比 等 于 ， 


12(T)* NPD _ T +2 (NPD) 
100 ema C19 D+ NPD + T) 


这 个 值 等 于 两 个 基因 间 以 厘 摩 (cM) 为 单位 的 基因 图 距 ， 前 提 是 在 间隔 中 有 最 大 
一 次 交换 。 如 没有 非 亲 代 双 型 (NPD) FR, BRST T 型 子 義 百 分 数 的 一 半 。 加 果 
FER RMAF RY 比例 很 少 且 连锁 的 标记 间 有 两 次 或 更 少 的 交换 ， 则 用 厘 麻 表示 的 距离 
大 约 为 ; 


12 (T- 2LNPDI) + 4(NPD) - T +6 (NPD) 
100 100 SPD + NPD + T) 


有 四 种 双 交 换 子 代 类 型 ， AMP PD. T, VERG NED, 国 为 只 有 
种 是 NPD, REAR AAA TRAE, SA AE RE ETE 4 (NPD), 
Hà — AY 25 8 AN HE ETE, BURA DPA A, A ME T-2 
(NPD). 
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关于 于 拢 的 若干 假设 必须 考虑 用 以 测定 较 大 间隔 的 图 距 。 另 外 ， 因 为 间距 接近 极限 
值 ， 计 算 也 变 得 不 精确 ， 惟 一 精确 的 方法 是 通过 较 短 间距 的 累积 来 测量 较 长 的 间 臣 。 

一 个 基因 与 其 着 经 粒 的 间距 可 通过 第 二 次 分 离 (SDS) 的 频率 来 测量 ， 这 个 频率 与 
两 个 标记 基因 T 型 子宫 的 频率 相似 。 如 果 基 因 与 着 丝 粒 间 距 较 小 ， 则 以 厘 摩 为 单位 的 
间距 等 于 SDS 百分率 的 一 半 。SDS 的 百分率 《对 一 个 特定 基因 ) 在 下 述 条 件 下 很 容易 
确定 : 如 果 杂 种 包含 一 个 紧密 连锁 的 着 丝 粒 标记 如 rpl, 它 与 着 丝 粒 的 距离 大 约 为 一 个 
厘 摩 单位 。 在 这 种 情况 下 ，SDS 的 百分率 等 于 T 型 子囊 的 百分率 ， 其 误差 不 超过 1%, 
这 是 因为 tral 在 第 一 次 减 数 分 裂 时 随 着 丝 粒 而 分 离 。 若 杂种 包含 两 个 或 更 多 着 丝 粒 连 
锁 的 标记 基因 ， 它 们 并 不 像 trpl 靠近 着 丝 粒 ， 这 样 就 可 以 确切 地 计算 SDS 的 百分率 。 
在 这 种 情况 下 ，SDS 的 顺序 由 着 丝 粒 连锁 的 标记 基因 一 致 性 所 决定 。 也 应 注意 到 在 不 同 
染色 体 上 两 个 基因 座 AO B 的 SDS 频率 与 四 型 子 森 〈T)a 的 相关 频率 可 表示 为 ; 

(T) = (SDS),+ (SDS) -3⁄2 (SDS), (SDS)g 

然而 ， 上 述 关系 只 有 在 下 列 条 件 下 成 立 : 即 至 少 其 中 一 个 标记 基因 与 其 相应 着 经 粒 
距离 相当 近 。 

当 二 售 体 细胞 转 到 钨 子 形 成 培养 基 时 ， 通常 在 4 天 内 发 生 有 经 分 裂 和 孢子 形成 。 这 
时 ， 形 成 孢子 的 培养 物 实 际 上 是 售 有 未 形成 孢子 的 二 倍 体 细胞 、 拥 有 四 个 单 悦 体 孢子 的 
子 宁 和 少 于 四 个 孢子 的 子 可 组 成 的 混合 体 。 在 孢子 形成 培养 基 上 ， 郊 子 不 会 萌发 或 分 
裂 ， 大 多 数 雹 子 形成 培养 物 在 冰箱 内 可 保存 数 月 而 不 会 失 活 。 解 剖 的 第 -一 步 包 括 用 消解 
Bé (Zymolyase) 处 理 已 形成 孢子 的 培养 物 ， 它 可 以 酶 解 子囊 壁 ， 但 不 会 破坏 子 果 中 四 
个 孢子 的 缔 合 。 用 一 个 无 菌 接种 环 小 心地 把 已 酶 解 的 子囊 转 到 YPD 平板 上 ， 然 后 使 用 
显 微 操 作 器 把 四 个 孢子 相互 分 离 ， 玖 子 萌发 并 在 2 一 3 天 后 形成 菌落 ， 将 孢子 菌落 转 人 
RIR YPO 平板 以 便 保 存 。 将 这 些 菌株 接种 YPD 制备 一 个 原平 板 ， 通 过 影印 到 适当 的 
站 庆 至 成 笛 六 部 分 表 型 进行 分 析 。 通过 影印 原平 板 到 两 个 YPD 平板 和 拥有 MATa 和 
AAT URBE a MAR ILC 互补 标记 和 单 基因 内 的 特定 等 位 基因 。 
将 交配 混合 物 在 YPD 平板 培养 1 天 后 影印 到 基本 培养 基 上 。 
— TELE BPR 3-1 和 3-2 杂交 所 构建 的 二 倍 体 菌株 3-3 的 四 分 体 分 析 ， 可 以 阐明 许多 
TOR RU 85 B PE PEL AS JCHR 本 实验 将 提供 以 上 菌株 的 孢子 形成 培养 物 ， 作 为 显 微 操作 练 
习 材 料 ， 只 有 在 许多 子囊 已 经 成 功 地 解剖 后 ， 实 验方 可 以 开始 进行 


LE 

3-1 1385-3B MATa his4-G met13 tys2 ho..' LYS2 

3-2  1384-10D MATa his4-N met4 ura3 leu2 trpl 152 ho.. LYS2 
3-3  1385-9B x 1384-10D 

34 FW786 MATa ade8 

35 FW787 MATa ade8 

3-10 ERX-17C MATa hisd-N met4 ade8 

311 ERX-3C MAT « hisd-(5 metd ade8 


3-12 ER3a MATa his4-G met13 ade8 
- 16° 


3-13 ER3a MATa hisd-G met13 adeg 
注意 : 菌株 3-3 在 YPD 培养 基 上 培养 后 将 形成 孢子 。 二 倍 体 可 以 通过 菌株 3-1 和 3-2 交 
配 后 重新 构建 。 


程序 
BLA: 


Ems ele FBR eet BE — Pe aR Eat (Sherman 1975) 进行 子 
衰 多 子 的 分 高 。 一 竹筒 単 的 用 来 分 高 子 圭 苑子 (也 使 用 于 细胞 和 合子 ) 的 显 微 针 可 用 一 
个 普通 奔 灯 轻易 制 得 。 最 近 ， 常 用 一 个 更 容易 制作 解剖 针 的 方法 ， 它 只 需要 一 些 强 力 胶 
K (Super Glue) 和 一 些 光纤 玻璃。 下 面 介绍 三 种 方法 ， 本 实验 将 使 用 最 简单 的 第 3 种 
方法 。 ・ 

方法 1: 利用 喷 灯 将 一 个 直径 2mm 的 玻璃 祷 的 一 端 拉 成 细 尖 ， 然 后 将 其 在 小 火 上 
成 直角 拉 出 更 纤细 的 尖 头 (如 图 3.1 所 示 )。 末 端 断 开 时 形成 一 个 直径 为 10~ 100m, 
长 几 毫 米 的 细 尖 。 其 直径 的 大 小 不 是 关键 ,对 不 同 的 研究 人 员 有 不 同 的 选择 。 较 大 的 直 
径 便于 将 子 圳 挑 起 和 转移 ， 而 在 细胞 密度 大 的 区 域 用 直径 较 小 的 微 针 较 好 ， 一 般 用 直径 
为 40pm 的 显 微 针 为 宜 。 显 微 操 作 针 的 长 度 依 操作 空间 高 度 而 定 ， 太 短 会 因 显 微 针 基 杆 
发 光 不 便 操作 。 在 平板 表面 操作 时 ， 一 般 需 要 较 长 的 显 微 针 。 拉 出 的 尖端 可 以 用 刀片 切 
断 或 者 在 两 块 玻 片 之 闻 折 断 ， 最 关键 的 是 显 微 针 末 端 要 平 齐 ， 有 时 需要 几 次 尝试 才能 成 





图 3.1 显 微 针 的 制作 。 分 离子 囊 玖 子 的 显 匆 针 也 可 以 
这 样 制作 ， 先 将 2mm 直径 的 玻璃 棒 拉 出 一 细 尖 ， 再 将 
末端 拉 成 虽 直 角 更 细 的 尖 灿 【《 上 )， 显 微 针 的 直角 尖端 
也 可 通过 纤细 部 分 拉 成 环 制 得 下》。 
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功 。 

方 法 2: 使 用 喷 灯 将 2mm 直径 的 玻璃 棒 拉 成 细 丝 制 得 显 微 针 〈Scott and Snaw 
1978)。 用 刀片 将 细 丝 切 成 2em 长 的 片段 ， 在 显微镜 下 选择 合适 的 直径 和 末端 平 齐 的 片 
段 ， 将 直径 为 2mm 的 玻璃 棒 端 部 逐渐 拉 细 并 弯曲 成 让 前 ， 在 操作 杆 (mounting rod) K 
端 沾 一 滴 强 力 胶水 ， 然 后 与 所 选 出 的 玻璃 丝 片 段 接触 《如 图 3.2 所 示 )。 相 接 时 ， 将 玻 
现 丝 片段 放置 在 与 操作 杆 细 尖 轴线 成 直角 方向 上 ， 并 保证 其 理想 的 长 度 。 胶 水 干 后 ， 显 
微 针 就 成 了 一 个 显 微 操 作 器 ， 这 种 方法 适用 于 大 量 显 微 针 制作 。 





图 3.2 玻 瑞 纤维 的 制作 。 直 径 约 40pm 的 玻 现 纤维 也 可 制作 显 微 针 。 
用 刀片 切 成 约 zam 长 的 片段 并 在 显微镜 下 选 出 末端 平 齐 的 片段 。 用 强 
力 胶 水 将 选 出 的 片段 成 直角 与 一 玛 璃 棒 咎 住 。 


方法 3 与 方法 2 相似 ， 有 一 点 不 同 的 基 用 可 以 买 到 的 具有 合适 直径 的 光学 玻璃 纤维 
来 代 蔡 拉 出 的 细 针 。 将 玻璃 纤维 截 成 数 自 ， 与 方法 2 一 样 选 出 末端 平 齐 的 片段 ， 用 强力 
胶水 与 一 琉璃 棒 粘 住 。 用 一 块 盖 玻 片 以 45" 角 切割 ， 极 易 得 到 平 齐 末端 的 玻璃 纤维 ， 指 
导 教 师 会 示范 这 一 操作 。 接 下 来 ， 你 应 该 将 显 微 针 装 到 显 徽 操 作 器 上 ， 并 在 不 同 的 位 置 
试用 显 微 针 ， 直 至 能 很 熟练 地 进行 操作 。 

用 消解 酶 处 理 ”在 显微镜 下 观察 形成 孢子 的 培养 物 ， 并 辨别 未 形成 孜 子 的 细胞 以 及 
四 玖 子 子 琳 等 。 用 一 个 有 平 齐 末 端的 无 菌 牙 答 沾 一 滴 培 养 液 于 5001 的 消解 酶 (0.5 
mg/mliS f BE FE 1mol/L 山梨 醇 ) 中 , 在 30C 下 培养 10 分 钟 ， 小 心 而 缓慢 地 加 入 
0.8ml 无 菌 蒸 馏 水， 放置 在 冰 上 。 现 在 子 圳 分 高 准备 就 绪 ， 将 一 滴 子 囊 液 转移 到 一 个 
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YPD 平 板 上 ， 并 将 它们 靠近 平板 的 边缘 涂 成 一 条 单线 。 

FETE HELE YPD 平 板 放 在 显微镜 载 物 台 上 ， 操 作 时 务必 小 心 ， 不 要 将 显 微 
针 碰 断 。 将 培养 开 不 停 地 水 平 旋 动 ， 以 便 使 显 微 针 保持 在 划 出 的 孢子 线 上 方 距 琼脂 约 
2mm 的 部 位 。 观 察 周围 的 抱 子 并 选择 四 孢子 的 菌落 ， 用 显 微 针 将 其 挑 出 在 离线 条 Smm 
处 的 琼脂 上 放置 ， 标 注 其 位 置 挑 起 3 个 孢子 并 移动 平板 离 该 线条 5mm 处 ， 放 置 这 3 
个 孢子 ， 再 挑 起 2 个 孢子 并 移动 平板 离 该 线条 5mm 放置 ， 再 挑 起 1 个 孢子 离 该 线条 
3mm 处 。 选 择 另 外 的 四 孢子 团 ， 和 上 述 步骤 相同 ， 称 子 以 Smm 相隔 。 这 样 ，10 个 四 
分 体 将 分 离 在 YPD 平板 的 周边 ,将 YPD 平板 从 人 台 上 取 下 ,注意 不 要 磁 断 微 针 ， 在 
30TC 下 培养 2 一 3 X. 


AZ 


交配 型 互补 和 等 位 基因 供 试 菌 的 制备 ”将 交配 型 供 试 株 3-4 和 3-5 以 及 拥有 his4 、 
met4 T0 met13 的 供 试 株 接种 到 4ml 的 YPD: 
3-10 ERX-17C MATa  his4-N smet4 ade8 
3-11 ERX-3C MATa his4-N  met4 ade8 
3-12 ER3a MATa hisd4-G  metl3 ade8 
3-13 ER3a MATa  hisd-G metl3 adeg 
在 30T TEE 1 天 。 


PIK: 


用 无 菌 牙 答 和 提供 的 模 格 〈 见 附录 D)， 制 备 一 个 有 4 个 活 孢 子 菌落 的 原平 板 。 在 
每 个 平板 上 ， 包 括 两 个 亲本 对 照 菌 株 , 将 10 个 完整 的 四 分 体 和 对 照 按 网 格 定 位 接种 在 
一 套 平板 中 ， 在 30 记 下 培养 1 X. 

将 过 夜 培养 的 交配 型 互补 和 等 位 基因 殿试 苦 各 取 0.2ml 涂 YPD FR, FE 30T FH 
X 1 天 。 


BA 


把 原平 板 影印 到 以 下 培养 基 ，SC - his, SC - met - cys, SC - ura, SC - leu, 
SC- np, SC 和 ?个 YPD 平 板 ， 其 中 1 个 YPD 平板 作为 生长 阳性 对 照 。 影 印 一 个 供 试 
蓝 苦 到 其 他 6 个 YPD 平板 中 。 所 有 平板 在 30C 下 培养 。( 另 外， 孢子 菌落 接种 到 含有 
无 菌 水 的 一 个 微量 滴定 盘 中 ， 然 后 用 多 头 接种 器 ， 将 这 些 细胞 转移 到 不 同 测试 板 上 ， 教 
员 将 会 示范 这 一 操作 ) 。 


EAE d 


把 交配 型 菌株 3-4 和 3-5 影印 到 SD 平板 上 。 把 其 余 交 配 型 影印 到 SD+ hist met 和 
SD+ his 平板 上 , 所 有 平 板 在 30 下 培养 。 


E Md 


统计 在 SD + his * met 和 SD+ his 平板 的 生长 情况 。 把 SD + his+ met 平板 影印 到 
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SC- hs 平板 和 Spo 平板 上 ， 这 些 影 印 板 均 在 30C FHF. 
统计 来 自 第 4 天 的 营养 缺陷 型 和 来 自 第 5 天 的 交配 型 。 
BE IK | 
把 Spo 平板 影印 到 SC - his FRE, 300 FISH, 冷蔵 来 自 第 7 天 的 SC- his 影印 
平板 。 
A LX 


比较 第 了 天 和 第 9 天 SC - his 影印 平板 的 生长 情况 ， 统 计 来 自 第 9 天 影印 平板 上 的 
His* 重组 子 数目 。 


材料 
注意 : 提供 的 材料 供 20 个 四 分 体 使 用 一 一 即 给 每 个 组 双 倍 的 重 。 


BLK 


2mm Ee Hee GE FI Fel BAHA 

强力 胶水 

光学 玻璃 纤维 

消解 酶 100T (120493-1, Seikagaku America Inc.) (0.5mg/ml RTE 1moLL 1158 BR 


6 支 含有 5ml YPD 培养 管 
BIK 

8 YPD 平板 
BAK 


下 列 平板 各 备 2 = 
SC- his 
SC — met ~ cys 
SC - ura 
SC- Jeu 
SC- trp 
SC 

14 & YPD 平板 
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A 
BSR 


4€SD FR 

8 € SD + his 平板 

8 Æ SD + his* met FR 
无 菌 绒 殷 


A) クモ 


8 € SD- his FR 
8 € Spo FR 
ARE 


A 9x 


8 € SD- his 平板 
ES: 


实验 三 ， 四 分 栖 分 析 ; 3-3 组 编号 





姓名 





MAT his4 leu2  ura3 trp! met4 met13 


MAT... P 
N 
T 
his4 ..... F 
N 
T 
leu2... P 
N 
T 
ura3 ..... F 
N 
T 
tpi... P 
N 
T 
met4.... P 
N 
T 
= SDS.... 
(with trot) 








‘e 





参考 文献 


The Fincham ct al. (1979) reference cited in the Introduction and Mortimer and Hawthome (1969) give general information 
concerning meiotic mapping and tetrad analysis. 

Mortimer, R. K. and D. C. Hawthorne. 1966. Genetic mapping in Saccharomyces. Genetics 53: 165 — 173. 1969. 
Yeast genetics. In The wasts (ed. A. H. Rose and J. S. Harrison), vol. 1, pp. 385—460. Academic Press, New 
York, 

Mortimer, R. K. and D. Schild. 1981. Genetic mapping in Saccharomyces cerevisiae. In The molecular biology of the 
east Saccharomyces: Life cycle and inheritance (ed. J. N. Strathem et al.), pp. 11-26. Cold Spring Harbor Labo- 
ratory, Cold Spring Harbor, New York. 

Perkins. D. D. 1949, Biochemical mutants in the sput fungus Ustilago maydis, Genetics 34: 607—626. 

Scott, K. E. and R. Snow. 1978. A rapid method for making glass micromanipulator needles for use with microbial cells. 
J. Gen. Appl. Microbial. 24; 295~296. 

Sherman, F. 1975. Use of micromaniqulators in yeast studies. Methods Celi Biol. 11: 189—199. 


实验 四 ”有丝分裂 重组 和 随机 孢子 分 析 


在 二 倍 体 菌株 中 ， 世 代 交 蔡 时 发 生 的 有 丝 分 裂 交 换 、 基 因 转 变 、 染 色 体 丢失 都 可 能 
造成 遗传 信息 的 丢失 。 由 于 这 些 事件 通常 造成 杂 合 菌株 中 一 对 杂 合 等 位 基因 之 一 的 丢 
A. CETERO REA ASTE (LOH)。 有 半分 裂 交換 和 基 因 圭 変 的 対 程 児 団 4.1。 有 
丝 分 裂 交 接 导 致 距 离 染 色 体 臂 上 交换 位 点 远 端 的 所 有 基因 丧失 其 杂 合 性 。 有 将 分 裂 基因 
转变 仅仅 造成 一 小 段 染 色 体 区 域 ( 即 一 个 基因 或 与 其 紧密 连锁 的 几 个 基因 ) 的 非 相互 交 
换 ， 认 为 它 与 减 数 分 裂 后 观察 到 的 低频 率 的 不 规则 分 离 相 类 似 〈 减 数 分 型 基因 转变 )。 
染色 体 丢失 会 造成 一 个 染色 体 两 臂 上 所 有 基因 丧失 杂 合 性 ， 由 此 产生 的 2N -1 二 合体 
是 否 会 对 细胞 生长 产生 损害 就 要 取决 于 特定 的 染色 体 了 。 

两 个 非 姊 妹 染 色 单 体 间 的 有 丝 分 裂 交换 通常 发 生 在 细胞 分 裂 的 Gs 期 CILE 4.1)。 
经 过 有 经 分 裂 ， 一 次 交换 可 以 产生 两 个 部 分 染色 体 辟 为 纯 合 的 子 细 胞 ， 而 该 部 分 染色 体 


»*A A B D 

+ 

2 A 0 f d 

12A C D — ce d で 
2-À c D ARAB 

or 
3—& b c d 

A 

4—4 b d 1 oe 


2) 基因 转变 





图 4.1 REICH Oe 
(1) 基因 交换 ; (2) 有 丝 分 裂 的 基因 转变 ; (3) MAKER, 


辟 在 母 细 胞 中 是 杂 合 的 (由 于 纺锤 体 中 染色 体 的 随机 取向 ， 这 种 现象 只 在 半数 重组 中 发 
+), Bit, ALORA DSR SRA “RR”. AK, KAM 
子 细胞 的 “ 乳 突 ” (papillae) BR “HAR” (sectors) ERE., EERIE RERE 
落 ， 从 而 可 以 在 具有 杂 合 型 细胞 的 背景 中 观测 出 来 。 发 生 有 丝 分 裂 交 换 和 有 丝 分 型 分 离 
的 同时 ， 位 于 染色 体 臂 上 重组 位 点 未 端的 所 有 标记 基因 得 以 纯 合 。 利 用 有 丝 分 发 重组 数 
据 可 以 建立 一 个 染色 体 辟 重组 图 谱 。 一 个 基因 的 纯 合 频率 与 其 距离 着 经 粒 的 远近 之 间 存 
在 一 定 的 线性 关系 。 因 此 ， 利 用 不 同 重组 子 的 相对 频率 数据 就 可 以 确定 两 个 标记 之 间 以 
及 一 个 标记 与 其 着 丝 粒 之 间 的 相对 距离 。 

有 丝 分 裂 基 因 转变 也 是 G, 期 非 姊妹 染色 单 体 间 重 组 的 结果 ( 见 图 4.1)。 在 这 种 情 
况 下 ， 仅 仅 是 一 段 有 限 的 染色 体 区 段 被 纯 合 化 ， 而 远 端的 标记 仍然 保持 杂 和 状态 。 如 果 
有 两 个 或 更 多 的 标记 同时 发 生 了 纯 合 化 ， 则 这 很 可 能 是 由 于 有 有丝分裂 交换 而 不 是 由 于 基 
因 转 变 引 起 的 ， 因 为 转变 所 涉及 的 染色 体 区 有 段 非 常 短 ， 最 多 只 有 几 千 个 碱 基 。 

值得 注意 的 是 ， 有 丝 分 裂 重 组 的 自发 频率 很 低 ， 通常 在 1075-10 “之 间 ， 这 取决 
于 一 个 特定 基因 与 其 着 经 粒 之 间 的 距离 以 及 其 他 一 些 未 知 因素 。 染 色 体 丢 失 发 生 的 频率 
同样 很 低 。 为 了 较 容 易 地 观察 到 这 种 不 常 发 生 的 丧失 杂 合 性 现象 ， 通 常 必须 进行 一 个 选 
择 或 筛选 。 在 本 实验 中 ， 我 们 将 利用 刀 豆 氨 酸 抗 性 和 5-FOA 抗 性 筛选 来 鉴定 发 生 了 丧 
失 杂 合 性 的 细胞 。 


实验 设计 
通过 以 下 两 种 单 倍 体 苗 株 的 杂交 将 产生 一 种 二 倍 体 菌株 : 


4 TSY812 MATa canli hom3 leu2 ys2 ura3 
4-2 TSY813 MATa ade? hisi ly2 trpi 


URA3 CANI ERGI V SAR, HISI 和 HOM3 在 菜 色 体 V GR. URAS 
和 CANI 基因 对 于 本 实验 特别 有 用 ， 因 为 它们 具有 一 种 特性 ， 即 通过 筛选 技术 可 以 有 
效 的 鉴定 其 隐 性 等 位 基因 。 从 两 基因 座 是 杂 合 的 二 售 体 开 始 ， 通 过 有 丝 分 裂 重 组 、 染 色 
体 丢 失 或 减 数 分 裂 而 产生 的 wra3 菌株 可 以 利用 其 对 5-FOA 的 抗 性 鉴定 出 来 。 面 cani 
菌株 则 可 以 利用 其 对 刀 豆 氨 酸 的 抗 性 鉴定 出 来 。 

URA3 基因 编码 乳 清 酸 核 苷 -5- 磷 酸 脱 凌 酶 ， 这 种 酶 在 喀 啶 合成 的 一 些 步 又 中 起 催 
化 作用 。5-FOA 被 细胞 吸收 后 ， 在 这 种 脱羧 酶 的 作用 下 转变 成 有 毒 的 化 合 物 5-UR E 
Wt. URA3/ URA3 HAF. URA3 /ura3 RA Y EAR. URA3/ HAF (在 一 个 二 倍 体 
菌株 中 只 有 一 份 基因 拷贝 ) 都 能够 将 5-FOA 转变 成 5- 氟 尿 喀 院 ， 故 它们 对 5-FOA 敏感 
(5-FOAS), M ura3/ ura3 MEF UR ured HAF FRE BRB, HOU 5-FOA 
有 抗 性 (5-FOA®), 

CANI 基因 编码 精 氨 酸 通 透 酶 ， 这 种 酶 允许 细胞 从 培养 物 中 吸收 精 氨 酸 。 刀 豆 氨 酸 
是 一 种 有 毒 的 精 氨 屋 类 似 物 ， 它 可 以 在 精 氨 酸 通 透 酶 的 作用 下 被 细胞 吸收 。CANI / 
CANI WAF, CANI /canl 杂 合 子 以 及 CANI” 半 合 子 都 能 够 豚 收 刀 豆 氨 酸 ， 故 对 刀 
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豆 氮 酸 敏 感 (Can), 而 cani / canl T VAR cant / 半 合 子 由 于 缺乏 通 透 酶 故 对 刀 豆 
無 酸 有 抗 性 (CanF)。 

丧失 杂 合 性 在 每 个 座位 发 生 的 频率 通过 确定 二 售 体 菌株 4-1 x 4-2 杂交 后 产生 的 
Can? 和 5-FOAR 的 有 丝 分 裂 分 离子 频率 来 决定 。 这 些 频率 将 与 单 倍 体 菌株 4-2 中 的 
URA3 WW CANI 的 自发 突变 频率 相 比 较 。 通 过 检测 染色 体 V 相 对 应 臂 上 的 Hom3 的 表 
型 就 可 以 将 有 丝 分 裂 重 组 与 染色 体 丢 失 区 分 开 来 。 通 过 观察 形 失 杂 合 性 在 CANI 而 不 
在 URA3 发 生 的 频率 或 在 UR43 而 不 在 C4NI 发 生 的 频率 ， 就 可 以 确定 URA3 和 
CANI 在 染色 体 Y 上 与 着 华 粒 的 相对 位 置 。 

本 实验 的 男 一 部 分 是 使 用 随机 孢子 分 析 检 验 4-1 x 4-2 双 倍 体 的 减 数 分 裂 重 组 ， 用 
这 个 方法 对 减 数 分 裂 产 物 进行 分 离 和 统计 ， 无 需 进 行 四 分 体 分 析 ， 当 需 分 析 许 多 杂交 体 
或 鉴别 一 个 罕见 的 重组 子 时 ， 这 个 方法 是 特别 有 用 的 。 然 而 ， 必 须 认识 到 ， 当 使 用 随机 
孢子 分 析 代 兰 四 分 栖 分 析 时 ， 会 丢失 有 关 与 着 丝 粒 连锁 的 一 些 信 息 ， 而 遗传 距离 的 精确 
度 也 不 如 四 分 体 作 图 。 这 个 方法 的 原理 是 通过 从 具有 刀 豆 氮 酸 抗 性 的 未 产 移 二 售 体 细胞 
中 筛选 单 倍 体 减 数 分 裂 的 分 离子 ， 这 个 细胞 原本 是 CANI canl 杂 合 子 ， 所 有 减 数 分 离 
子 中 的 一 半 是 Can*， 因 为 它们 已 经 接纳 了 cani 基因 。 


菌株 


4-1 TSY8i2 MATa cani  hom3 leu2 ys2  ura3 
4-2 TSY813 MATa ade? hist lys2 trpi 


程序 
AX | 
把 菌株 4-1 和 4-2 楼 到 YPD 平板 上 , 在 30C 下 培养 。 


A SUC 


上 午 ， 把 菌株 4-1 和 4.2 进行 交配 。 把 -一 个 菌株 4-1 单 菌落 和 一 个 菌株 4-2 单 菌落 
接 到 同一 个 YPD 平板 上 ， 在 一 块 混 侣 【用 一 滴 无 菌 水 将 有 助 于 混 久 )， 在 30C 下 至 少 
培养 5 小 时 。 

下 午 ， 用 混合 菌 在 SD+ lys FM ERR, Æ 30 记 下 培养 。 

3 350 


(1) kkka ME, HER 4-1 x 42 二 倍 体 接 种 5ml YPD, 用 菌株 4-2 単 倍 体 
接种 Sml YPD 作 対 照 , E 30T FRB. 

(2) WETA Ee ATMS BK 4-1 x 4-2 CARRETERA, WREE 
YPD 平板 上 , 在 30 亿 下 培养 过 夜 。 


OR 


(1) € ek X de M ”将 菌株 4-1 42 二 悦 体 混合 培养 液 在 无 菌 试管 中 制 成 10 
25 * 





EARME., H 10001 的 107! , 107230 10 RRRA BUR TE SC + 5-FOA 和 SC arg 
+A GABBER, OESTE. MN, 用 10041 的 107380 10~* 笑 群 液 浅 YPD 
平板 ,测定 活 细 施 频率 。 为 了 测定 CANI 和 URA3 基因 的 自发 突变 率 。 需 把 菌株 4-2 
单 倍 体 细胞 制备 成 类 似 的 稀释 度 。 然 后 用 1001 的 10-! 和 10 7 28S EMRE SC+ 5-FOA 和 
SC-arg+ 刀 豆 氮 酸 平板 。 同 样 ， 也 应 取 100pl 的 107 80 10 72 EROR. YPD 平板 以 測 
定 活 细胞 数 ， 所 有 的 平板 置 30 蕊 培养 。 

(2) RATRE ”按照 “技术 和 方案 39， 随机 孢子 分 析 法 "， 将 YPD 平板 的 菌株 
4-1X4.2 “HRS RAP RUEJERECP, HOSCIESE, 


A 9x 


(1) REPERA PALE PRA YPD 平板 的 菌落 数 ， 计 算 菌株 4-1 x 42 
二 倍 体 和 菌株 4-2 単 倍 体 CanF 和 5-FOAE 的 频率 。 用 多 头 接种 装置 ， 对 每 种 药物 抗 性 
菌株 点 接 22 个 独立 的 菌落 在 SC + 5-FOA、SC 一 arg + NEAR, SC- met (为 评估 
HOM3) 和 YPD 平板 。 如 果 你 没有 足够 菌株 4-2 的 5-FOAF 和 Can? 菌落 ， 可 以 涂 仅 有 
的 ,包括 菌株 4-1x4-2 二 倍 体 、 亲 本 单 倍 体 菌株 4-1 和 4-2 作为 对 照 。 

(2) 减 数 分 列 重 组 ”按照 “技术 和 方法 9， 随机 孢子 分 析 法 ”， 检 查 4-1 x 4-2 培养 
物 的 孢子 形成 情况 ， 如 果 培 养 物 已 经 形成 抱 子 ， 进 行 酶 解 破 开 四 分 体 ， 用 随机 孢子 的 稀 
释 液 涂 平板 。 


BS 5 


突变 和 趴 失 素 合 性 ”根据 片 状 或 点 状 菌 株 的 生长 ， 计 算 5-FOA 平板 上 初 科 Cang 
菌株 的 频率 和 在 刀 豆 氨 酸 平板 上 初 第 S-FOAF 菌株 的 频率 。 


A X 


使 用 多 头 接种 装置 ， 随 机 从 45 个 菌株 4-1 4-2 二 售 体 的 单个 孢子 菌落 取样 ， 转 接 
到 YPD、SC- ura, SC- his, SC- met 和 SC- arg + 刀 豆 気 酸 平板 上 , 包括 菌株 4-1x 
4-2 二 倍 体 和 亲本 单 倍 体 菌株 4-1 和 4-2 作为 对 照 。 


A AC 
RATIER ”根据 点 接 的 孢子 菌落 生长 情况 ,测定 CANI, URA3, HISI 和 
HOM3 基因 之 间 的 减 数 分 裂 重组 频率 。 


材料 


1 € SD+ lys 平板 
无 菌 接 种 环 或 牙 等 
无 苦水 


A SUC 


1 £ YPD 平 板 
2 支 含有 Sml YPD 的 培养 管 


A みぞ 


无 菌 离心 管 

5 # SC- arg - 刀 豆 無 酸 平板 
53€ SC+ 5-FOA 平板 

4 YPD 平板 
液体 孢子 形成 培养 基 

无 菌 水 

玻璃 涂 布 器 

用 于 消毒 的 7096 A 


A 9x 


24 SC- arg - AGAR ER 

24€ SC+ 5-FOA 平板 

2 € SC- met 

2 YPD 平 板 

无 菌 牙签 , 壳 板 钉 

多 头 接种 装置 

2 个 无 落 96 孔 板 

“技术 和 方案 9， 随 机 孢子 分 析 法 ”中 破 开 四 分 体 所 需 的 材料 


A LX 


13€ SC- arg - 刀 豆 気 酸 平板 
tÆ SC- ura 平板 

1 € SC- met 平板 

1 € SC- his 平板 

1 € YPD 平板 

无 菌 牙 签 /党 板 条 

包头 接种 装置 

1 个 无 菌 96 孔 板 
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ARE (菌株 4-2) 
































杂 合 性 丢失 (Pk 4-1x 42) 











Can® 4-1 x 4.2 


5-FOAF 4-1 x 4-2 
































4-4 x 42 

















4-] X 4-2 
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BEBE RETE BEH T. DNA 转化 的 真 核 生 物 ， 且 引入 的 DNA 与 酵母 基因 组 DNA 
之 间 可 以 发 生 高 频率 的 同 源 重组 。 成 功 的 转化 实验 需要 具备 以 下 几 个 条 件 : 中 一 种 合适 
的 将 DNA 引 人 细 胞 的 方法 ; OFA DNA 的 选择 标记 , 该 选择 标记 在 相应 染色 体 上 不 发 
AIRE; Drake DNA 所 使 用 的 载体 可 在 大 肠 杆 菌 和 酵母 菌 中 复制 。 


转化 方法 


酵母 转化 的 原始 方法 是 在 聚 乙 二 醇 (PEG) 和 CaCL 存在 的 条件 下 , 把 DNA 和 原 
生 质 体 细胞 一 起 培养 《Hinnen et al，1978)。 然 而 ， 先 用 碱 性 盐 酯 酸 锂 (LiAc) 处 理 细 
胞 ， 再 与 DNA 和 PEG 一 起 进行 培养 (lto et al. 1983), ， 则 是 一 种 更 加 简便 和 广泛 使 用 
的 方法 。 此 外 ， 还 有 以 下 几 种 方法 也 可 将 DNA 引 人 和 人 酵母 细 胞 (Hashimoto et al. 1985; 
Becker and Guarente 1991): 电 转 化 法 ， 即 利用 短暂 的 电 脉冲 使 DNA 渗 人 到 细胞 中 ; BE 
珠 搅动 法 (Costanza and Fox 1988); AM DNA BURA (Fox et al. 1988; Johnston 
etal. 1988); 以 及 细菌 和 酵母 细胞 的 直接 接合 法 (Heineman and Sprague 1989), RE 
使 用 何 种 方法 取决 于 实验 的 目的 ， 即 是 要 转化 受 体 菌株 的 数量 还 是 要 得 到 转化 子 的 数 
重 。 转 化 效率 往往 是 最 重要 的 考虑 因素 ， 如 果实 验 目的 仅仅 是 要 将 一 个 质粒 引 人 一 个 特 
定 的 菌株 《 仅 需 要 几 个 菌落 )， 那 么 上 述 任 何 一 种 方法 均 适 合 于 任何 一 种 酵母 菌株 ; 如 
果实 验 目的 是 为 了 得 到 10° 转化 子 用 来 构建 一 个 得 选 文库 ， 那 么 就 必须 仔细 选择 所 要 使 
用 的 菌株 和 转化 方法 。 在 最 适 条 件 下 ， 使 用 原生 质 体 培养 、 酯 酸 锂 处 理 和 电 转 化 均 可 产 
生 高 频率 的 转化 。 


选择 标记 


尽管 酵母 的 转化 频率 很 高 ， 但 在 每 次 转化 实验 的 全 部 细胞 中 只 有 一 小 部 分 细 艳 会 发 
生 转 化 。 因 此 ， 必 须 有 一 个 合适 的 选择 标记 用 来 第 选 那 些 真正 发 生 了 转化 的 细胞 。 在 本 
母 转化 实验 中 ， 最 常用 的 选择 标记 是 利用 某 种 特定 的 营养 缺陷 型 。 例 如 : 酵母 的 LEU2 
基因 编码 B- 异 丙 基 苹果 酸 脱 氨 酶 ， 能 够 对 leu? 突变 株 的 亮 氨 酸 缺陷 型 产生 互补 。 其 他 
一 些 常用 的 选择 标记 包括 : URA3 ， 其 突变 的 结果 为 隶 喀 啶 缺陷 型 ，HIS3 ， 其 突变 产 
生 组 氮 酸 缺陷 型 ，TRPI ， 其 突变 产生 色 自 酸 缺陷 型 。 导 致 营养 缺陷 型 的 相应 染色 体 选 
择 标 记 具 有 相同 的 重要 性 。 这 种 突变 应 该 是 彻底 的 隐 性 突变 和 非 回 复 性 突变 。 例 如 ; 
leu2-3, 112 是 一 种 双 移 码 突变 ， 拥 有 极 低 的 回复 频率 (<10 8)， 可 完全 和 野生 型 
LEU? 基因 互补 。 最 近 ， 显 性 抗 药 基因 如 同 细 菌 转 化 一 样 已 经 被 当 作 选 择 标记 使 用 于 醇 
母 转 化 实验 中 (Hadfield et al，1990)。 显 性 抗 药 基因 的 潜在 优势 在 于 它 与 酵母 基因 组 没 
有 任何 同 源 性 。 
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载体 系统 


在 转化 过 程 中 ， 吸 收 了 DNA 的 酵母 细胞 可 以 通过 将 DNA 整合 到 染色 体 或 通过 
DNA 自主 复制 的 方式 来 保持 该 DNA。 醇 母 中 只 有 通过 同 源 重 组 才 会 发 生 染 色 体 整 合 。 
一 且 整 合 到 染色 体 中 ， 转 化 DNA 就 成 为 染色 体 的 一 部 分 ， 它 如 同 染 色 体 一 样 在 有 丝 分 
裂 和 碱 数 分 裂 的 分 离 过 程 中 保持 高 度 的 忠实 性 。 用 于 整合 的 质粒 仅 含 有 酵母 的 一 个 选择 
标记 ， 而 不 含 其 他 任何 酵母 基因 。 自 主 复制 要 求 转化 DNA 含有 一 个 酵母 复制 起 始点 ， 
被 称 作 ARS (自主 复制 序列 ) 元 件 ， 它 既 可 以 是 染色 体 DNA 的 复制 起 始点 ， 也 可 以 是 
来 自 酵母 内 源 2。 质粒 的 复制 起 始点 。 因 为 酵母 复制 起 始点 是 一 段 相当 简单 和 较 小 的 
DNA 序列 ， 所 以 ， 侦 尔 发 现 来 自 其 他 生物 的 DNA 也 有 具有 酵母 ARS 活性 。 为 了 使 酵母 
细胞 发 生 稳 定 的 转化 ， 转 化 DNA 要 么 必须 具有 与 酵母 基因 组 进行 整合 所 必需 的 高 度 同 
源 性 ， 要 么 必须 含有 一 个 ARS 元 件 。 

具有 一 个 染色 体 ARS 元 件 的 质粒 (ARS 质粒 ) 其 拷贝 数 的 变化 范围 很 大 ， 并 且 在 
分 裂 中 常常 不 分 离 给 子 细胞 (Murray and Szostak 1983)， 从 而 造成 高 频率 的 质粒 丢失 。 
自主 复制 质粒 也 可 以 有 一 个 着 经 粒 ， 或 CEN 元件。 一 个 CEN/ARS 质粒 (CEN 原料 ) 
比 简单 的 ARS 质粒 更 加 稳定 ， 因 为 着 丝 粒 在 有 丝 分 裂 中 使 质粒 附着 在 纺锤 体 上 ， 从 而 
保证 了 质粒 同时 分 配 到 子 细胞 和 母 细 胞 中 。 由 于 分 离 的 高 度 忠 实 性 ， 使 得 质粒 的 拷贝 数 
在 每 个 细胞 中 保持 1-2 个 左右 。CEN 质粒 在 减 数 分 裂 中 呈现 典型 的 2:2 分 离 Cn 
胞 只 有 一 个 拷贝 ) 或 4:0 (如 果 细 胞 至 少 有 两 个 拷贝 ) 的 分 离 比例 。 

一 个 含有 2p 复制 起 始点 的 自主 复制 填料 在 有 缘分 裂 中 表现 出 与 CEN 质粒 一 样 的 
分 离 忠 实 性 ， 但 撕 贝 数 则 高 得 多 ， 通 常 每 个 细胞 有 20 一 50 个 拷贝 。2 质粒 分 离 的 高 度 
忠实 性 依赖 于 内 源 2。 质粒 的 存在 。 如 果 一 个 菌株 缺乏 内 源 2p 质粒 ， 那 么 引 人 的 20 质 
粒 将 会 按照 ARS 质粒 的 方式 进行 分 离 (Murray and Szostak 1983), 

已 经 对 许多 较 早 的 酵母 质粒 进行 了 系统 命名 ， 在 这 个 系统 中 ,用 YIp 表示 整合 质 
粒 ， 用 YRp 表示 ARS 质粒 ， 用 YCp 表示 CEN 质粒 ， 用 YEp (E 表示 附加 体 ) 表示 2p 
质粒 ，YRp 质粒 用 的 很 少 ， 因 为 这 种 质粒 很 不 稳定 。 

所 有 标准 的 酵母 载体 除了 含有 酵母 特异 性 成 分 外 ， 还 含有 一 个 细菌 复制 起 始点 和 一 
个 细菌 选择 标记 ， 这 个 标记 通常 为 氨 某 青 霍 索 抗 性 标记 。 较 早 的 载体 (YIps，YEp24， 
YCp50) 通常 来 源 于 pBR322。 较 新 的 载体 戌 分 一 般 来 源 于 这 样 一 些 质粒 ,它们 在 细菌 
中 有 较 高 的 拷贝 数 ， 具 有 一 个 有 用 的 多 接头 序列 ， 同 时 还 具有 用 于 方便 DNA 测序 的 单 
BRIAR AGA. Sikorski 和 Hieter (1989) 构建 了 一 套 设 计 完 善 的 酵母 栽 体 ， 本 
实验 使 用 的 就 是 这 套 载体 。 它 们 全 部 来 源 于 pRS306 并 插入 了 UR43 作为 选择 标记 ， 图 
5.1 表明 了 这 套 载体 的 结构 : pRS306 插入 一 个 CEN/ARS 元 件 构成 了 pRS316; 而 
PRS426 是 pRS306 插入 一 个 2p 质粒 复制 起 始点 〈 多 接头 的 方向 发 生 了 颠倒 ) 的 衍生 质 
粒 ; pIS711 是 带 有 一 个 酵母 基因 组 片段 的 pRS306， 而 且 该 片段 包含 了 在 多 接头 位 点 插 
入 的 酵母 TUB4 ER. 
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pRS426 
~ 7 5726bp 


Amp? 






E.coli ori. & 


pTS711 
TUB4 
di X pRS306 
图 5.1 本 实验 使 用 的 质粒 


实验 五 a) BA 


在 大 多 数 情况 下 ， 通 过 一 次 单 交 换 ， 一 个 环 状 质粒 整合 到 酵母 基因 组 中 ， 同 时 在 质 
粒 上 的 一段 酵母 序列 产生 同 向 重复 ， 如 图 5.2 所 示 。 需 要 指出 的 是 ， 整 个 质粒 都 发 生 了 
整合 ， 包 插 其 中 的 细菌 序列 和 酵母 选择 标 ; 现在 这 些 成 分 被 作为 整合 位 点 的 物理 标 
记 和 表 型 标记 。 本 实验 使 用 的 质粒 PTS711 ， 有 两 个 区 段 与 酵母 基因 组 具有 同 游 性 ， 也 
是 亲本 载体 pRS306 的 一 部 分 ， 即 URAS 基因 各 播 人 到 pRS306 FELAN TUB4 Æ 
因 。TUB4 基因 编码 y - 微 管 蛋白 , 这 是 一 种 在 纺锤 极 体 中 发 挥 关键 作用 的 蛋白 
(Marschall et al. 1996)。 

质粒 pTS711 由 于 缺乏 ARS 元 件 而 不 能 在 酵母 中 复制 ， 所 以 只 能 通过 整合 来 转化 
酵母 网 胞 。 整 合 通过 同 源 重 组 既 可 以 发 生 在 URA3 基因 座 ，( 实 际 上 在 这 里 使 用 的 是 
ura3-52 BAR) 也 可 以 发 生 在 TUB 基因 座 (如 图 5.2 所 示 )。 在 与 酵母 基因 组 具有 
和 语源 性 的 区 域 切 断 质粒 将 会 极 大 的 提高 该 位 点 重组 的 特异 性 和 频率 (Orr-Weaver et al. 
1981)， 这 种 游离 末端 具有 很 高 的 重组 性 ， 因 而 能 够 提高 整合 的 效率 ， 儿 乎 可 以 使 转化 
效率 提高 100 倍 。 

在 本 实验 中 ， 未 酶 切 的 质粒 pTS711 将 以 很 低 的 效率 在 ura3 或 TUB4 进行 整合 转 
化 5-1 菌株 。 在 URA3 中 的 Neo 工 位 点 切断 的 PTS711 将 在 ura RE 100% 的 整合 ， 在 
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图 5.2 质粒 PTS711 在 TUB4 或 URA3 基因 座 的 整合 


TUB4 中 的 BedE 位 点 切断 的 pTS711 则 在 TUBE 位 置 也 发 生 100% HHS. 

发 生 在 基因 座 的 整合 可用 遗传 和 物理 手段 加 以 证 实 。 在 本 实验 中 ， 将 转化 子 与 测试 
菌株 进行 杂交 以 确定 整合 位 点 ， 通 过 与 tub. 突变 株 的 杂交 即 可 检测 出 TUB4 基因 座 的 
整合 作用 。 如 果 质 粒 在 URA3 基因 座 发 生 了 整合 ， 那 么 质粒 的 URA3 基因 将 与 TUB4 
基因 座 在 遗传 上 紧密 连锁 ， 凡 此 ， 每 个 四 分 体 都 具有 两 个 Urat Ts* 和 两 个 Ura Ts fü 
子 的 PD 型 ， 通 过 与 URA3 菌株 杂交 可 以 检测 出 ura3 基因 座 的 整合 作用 。 如 果 质 粒 在 
ura3 基因 座 发 生 了 整合 ， 那 么 质粒 的 URA3 基因 将 与 wra3 基因 座 在 遗传 上 紧密 连锁 ， 
因此 每 个 四 分 体 都 具有 四 个 Urat 孢子 的 PD 型 。 作 为 练习 ， 请 预测 假设 质粒 在 TUBA 
而 不 是 wra3 基因 座 发 生 整 合 的 杂交 结果 。 


实验 五 (b) ”复制 及 其 稳定 性 


用 自主 复制 质粒 pRS316 和 pRS426 转化 菌株 5-1， 这 些 质 粒 的 转化 频率 比 整 合 型 质 
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粒 的 转化 效率 要 高 。 本 实验 还 将 对 这 些 质 粒 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 的 稳定 性 进行 测定 。 
菌株 


5-1 TSY623 MATa ade2-101 his3-A200  leu2-3,112  ura3-52 

5-2 TSY502 MATa his3-2200 leu2-3,112 [ys2-801 — ura3-52 — tub4-34 
5-3 TSY807 MATa his3-A200  ieu2-3,112 — [ys2-801 — ura3-52 

5-4 TSY80S MATa /ys2-801 


质粒 


pIS711 TUB4 URA3 
pRS316 CEN URA3 
pRS426 2p URA3 
程序 
A UC 
把 菌株 5-1 接 到 YPD 平板 上 , 在 30 人 下 培养 。 
IF 


EF, 把 菌 株 5-1 单 菌落 接种 Sml 的 YPD 进行 活化 ,在 30C FRB. ME, 
FA MLR Tt Rae SE RE, Ae RATA 100 分 钟 ， 计 算 加 到 100ml 
YPD 中 的 预 培 养 物 的 体积 以 便 在 第 4 天 上 午 10 点 钟 使 培养 物 浓 度 达 2x107 细胞 /ml。 


BAX 


用 离心 机 以 200r/min BASRA, Hz “EER AS 1, REIL” B Li- 
Ac 转化 法 ， 在 下 列 条 件 下 转化 菌株 5-1. 








实验 受 体 菌 DNA ait 选择 培养 基 
A 54 pTS711 x SC- ura 
5.1 pTS711 No J SC- ura 
51 prs711 Bei Wl SC- ura 
B 5-1 pRS316 x SC- um 
54 pRS426 X SC- ura 


対照 54 none x SC- ura 
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BIK 


1) 为 了 分 析 转 化 子 ， 把 它们 与 供 试 菌 抹 杂 交 ， 用 无 菌 牙签 或 接种 环 从 每 个 转化 平板 上 
小 心 挑 两 个 转化 菌落 与 供 试 苗 在 YPD 平板 上 混合 。 杂 交 菌 株 按 下 表 组 合 ， 在 30C 
下 培养 过 夜 (用 含有 ts REH 5-2 杂交 时 ， 需 在 室温 培养 )。 





转化 子 BW 选择 培养 基 

整合 位 点 

5-3 pTS711 (Neo 1) 54 SD 

54 * pTS711 (Neo 1) 5-2 SD+ his + leu 

5-1 + pES711. (Bei i) 5-4 SD 

5-1 * pTS711. (Bgi I) 5-2 SD + his + lea 
RR ARS eek ke h 

5-1 * yTS711 (Bg Il) 53 SD+ his- len 

5-1 + pRS316 5.3 SD + his + leu 

5-1 + pR9426 5-3 SD + his + leu 


2) 有 丝 分 裂 稳定 性 的 检测 需要 把 转化 子 与 转化 平板 上 的 非 转化 细胞 分 离 ， 通 过 在 SC - 
ura 平板 上 划 线 使 其 纯化 。 从 Bel 人 切割 整合 质粒 的 转化 平板 中 【实验 五 (a) 第 4 
Xi 和 自主 质粒 转化 平板 [实验 五 (b) 第 4 天 ] 中 分 别 纯化 两 个 转化 子 ， 在 30C 
下 培养 。 

PUE 


IU A RC BRAY YPD 平板 影印 到 适当 选择 培养 基 上 ， 仅 仅 使 杂交 形成 的 二 倍 体 风 
胞 能 够 在 选择 平板 上 生长 ， 在 30 筷 下 培养 。 
A OR 


1) AB EC, TUE EGEXSEEPAR E) UEBER] YPD 平板 上 ， 室 温 培 养 1 天 。 
2) MÆ SC- ura 平 板 纯化 的 转化 子 单 菌落 中 取 一 满 牙 签 细胞 接 到 Sml YPD 培养 液 
中 ,在 30 亿 下 震荡 培养 过 夜 。 


BLO 


1) 把 二 倍 体 菌 落 从 YFD 转 接 到 产 孢 培养 基 〈 分 别 用 液体 和 平板 培养 ， 比 较 孢子 形成 的 
效率 )， 室 温 培养 几 天 。 

2) 对 过 夜 培养 的 5ml 培养 物 用 无 菌 水 做 系列 稀释 度 ， 涂 YPD 平板 ,希望 控制 在 100— 
300 个 菌落 /和 平板， 在 30C 下 培养 。 


A 2220 


1) 开始 解剖 包括 转化 子 在 内 的 杂交 四 分 体 。 从 每 个 杂交 实验 中 ， 解 前 10 个 四 分 体 。 除 
* 36 * 





了 含有 菌株 5-2 的 杂交 体 在 室温 下 培养 外 ， 其 余 四 分 体 平板 均 在 307C 下 培养 。 
2) 把 拥有 适当 数量 菌落 的 YPD 平板 影印 到 SC 和 SC -ura 平 板 ， 在 30C 下 培养 。 


B 43-44 7F 


D 当 四 分 体 在 解 前 平板 上 散 好 后 , 把 菌 株 5-3 和 5.4 的 杂交 体 影印 到 SC ~ ura 和 YPD 
FRE, TEGOCC FRAME URA3 的 分 离 ; 把 与 菌株 5-2 的 杂交 体 影印 到 YPD 
平板 上 , EZRM 37 じ FWE TUBA 的 分 离 。 

2) 统计 非 选择 YPD 平板 上 保留 Ura 的 细胞 数 。 


材料 
AIAX 

1 & YPD 平 板 
BGK 


1 支 含 有 5m YPD 的 培养 管 
含有 100ml YPD BUE AR 


BA 


“技术 和 方案 1， 醇 母 的 高 效 转 化 ”方法 中 所 需 的 材料 
7 SC — ura 平板 


BI 

34 YPD 平板 

3 褒 SC- ura 平板 
BER 


1 & SD 平板 
2 € SD+ his + leu 平板 


BO 

2 € YPD FAR 

3 支 含有 Sm YPD 的 培养 管 
A mE 


15 支 含 有 5ml 无 苦水 的 培养 管 
12 & YPD 平板 
7 支 含有 2m 孢子 形成 培养 基 的 培养 管 


2 BP OER 
(31 ・ 





8 Dx 


10 套用 于 四 分 体 解剖 的 YPD 平 板 
6 € SC 平板 
6 € SC - ura ER 


A E 


7 € SC - ura FE 
7€ YPD 平板 
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实验 六 ” 胞 导 和 核 配 


酿酒 酵母 单 倍 体 菌株 的 有 性 生活 局 期 是 按 一 定 步骤 有 序 进行 的 ; 细胞 融合 形成 全 
子 , BRS (BE) 形成 二 倍 体 ， 减 数 分 裂 形 成 单 倍 体 。 在 正常 的 酿酒 酵母 中 ， 细 胞 融 
合 后 立即 发 生 核 融合 ， 之 间 不 发 生 细胞 核 分 烈 。 一 旦 细 胸 核 融 合 后 ， 合 子 就 会 通过 有 经 
分 裂 的 出 芽 方式 产生 二 售 体 营养 细胞 。 

许多 基因 ， 包 括 KARI ， 是 细胞 接合 后 进行 有 效 核 配 所 必需 的 。 这 些 基 因 的 突变 高 
频率 地 导致 合子 产生 单 倍 体 胞 导 子 (cytoductant) WH, 面 不 星 真正 二 倍 体 子 代 , 
(Berlin et al，1991)。 胞 导 是 包含 有 一 个 亲本 细胞 核 和 两 个 亲本 细胞 质 的 接合 后 体 ex- 
conjugants) 。 因 此 ， 这 些 突变 体 可 将 非 细 胞 核 遗 传 信息 从 一 个 单 倍 体 蓝 株 传 递 给 另 一 菌 
株 ， 而 不 需要 通过 减 数 分 列 。 

有 趣 的 是 ,已 经 发 现在 来 自 核 配 突变 休 的 异常 胞 导 子 中 ， 核 物质 能 够 在 非 融 合 细胞 
的 核 之 间 进 行 交换 (Dutcher 1981)。 在 这 种 情况 下 ， 一 个 质粒 或 -- 条 单独 而 完整 的 染 
色 体 从 一 个 细胞 核 转移 至 另 一 个 细胞 核 。 典 型 的 染色 体 转 移 形 成 一 个 二 体 菌 株 ， 即 在 一 
个 单 倍 体 核 中 存在 一 对 同 源 染色 体 ， 

在 本 实验 中 ， 胞 导 子 将 通过 两 种 相对 交配 型 的 菌株 融合 形成 合子 的 方式 而 产生 ， 其 
中 一 个 菌株 含有 一 个 kari 突变 。 为 了 鉴定 出 真正 的 单 倍 体 胞 导 子 ， 交 配 组 合 的 一 方 蓝 
含有 一 个 隐 性 抗 药 基 因 标 记 (如 : 放 线 酮 抗 性 基因 cy2", 719 AE TLTEXEIN cant’), 
同时 ， 另 一 方 要 含有 该 标记 的 敏感 件 基因 (如 :CYH25，CANI15)， 这 样 就 可 以 通过 简 
便 的 方法 筛选 出 二 倍 体 子 代 。 

为 了 证 明细 胞 质 遗 传 因子 的 传递 ， 就 要 获得 一 种 线粒体 缺陷 卉 菌株。 特别 是 具有 线 
粒 体 功能 缺陷 的 6” 突变 株 (小 菌落 )， 可 以 通过 用 澳 化 乙 锭 处 理 细胞 从 而 诱导 线粒体 
DNA ZR A, KS o^ (SEXE) Mot (野生 ) 细胞 的 一 种 简单 方法 是 将 它们 涂 布 
于 YPDG 平板 ， 在 30 忆 下 培养 3-4 天 。 在 这 段 时 间 内 ，p' 菌落 比 o 菌落 要 大 好 几 倍 ， 
因为 p 细胞 不 能 利用 甘油 进行 生长 ， 培 养 基 中 葡萄 糖 售 量 又 被 控制 在 生长 限量 范围 内 。 

最 后 ， 一 个 核 质 粒 将 在 核 配 缺 陷 细 胞 核 之 间 发 生 交换 。 一 种 带 有 核 质 粒 的 单 倍 体 苗 
株 将 与 另 一 种 缺乏 该 质粒 的 菌株 进行 接合 。 可 以 发 现 ， 异 常 的 胸 导 子 含有 第 二 种 菌株 的 
核 物 质 ， 同 时 也 含有 第 一 种 菌株 的 质粒 。 


菌株 


6-1 DG21 MATa karl aro2 ade3 — ura3 
6-2 DDM30B MATa ade2 cani ura3  Atrpl Aleu2 ade5 cyh2® lys5 
6-3 PTI MATa ile hom3 can? 
6-4 PT2 MATa ile hom3 can? 
a 39 - 





质粒 


pRS316: — REC ES FT BE - BERE SE He SR DR, 含有 ARS 和 CEN6 元 件 。 在 对 该 质粒 的 
URA3 基因 进行 筛选 时 ，4RS 和 CEN6 元 件 可 使 质粒 处 于 低 拷贝 水 平 。 该 质 
粒 是 由 Sikorski 和 Hieter (1989) 构建 的 一 种 方便 载体 。 


程序 
安全 须知 


省 化 乙 锭 是 一 种 强 诱 变 剂 并 有 一 定 毒性 ， 在 使 用 含有 这 种 染料 的 溶液 时 ， 一 定 要 戴 
上 和 手套。 具体 处 理 和 操作 步 巩 请 向 实验 室 安全 管理 人 员 查 询 。 


BLE 


将 菌株 6-1, 6-2, 6-3 和 6-4 TE YPD FR LMA ERB. B SOC EIE 2 
Ko 


AS I 


1) 用 牙签 从 YPD 平板 上 挑 取 1 一 2 个 菌株 6-1 大 菌落 ， 并 将 其 置 于 无 菌 的 1.Sml Ep- 
pendorf 离心 管 中 。 用 质粒 pRS316 转化 这 些 6-1 细胞 〈 见 “ 技 术 和 方案 2， 酵 母 菌 落 
直接 质粒 转化 法 ")， 注 意 做 一 个 不 加 质粒 DNA 的 转化 作为 阴性 对 照 ， 将 细胞 放 在 
XX LAW. 

2) We E, 閣 菌 株 6-2 接种 到 两 个 5ml HOMME, EP — ELA GRHUZL BESSER 
l0rg/ml。 将 两 种 培养 液 同时 放 在 30C BREF RBH 
E). 

3) 从 YPD 平板 上 挑 取 一 个 菌株 6-3 的 大 菌落 悬浮 于 lml 元 菌 水中 。 取 0.2ml ARRI 
匀 地 涂 在 一 个 新 的 YPD 平板 上 ， 以 获得 菌 兰 备用 。 对 菌株 6-4 做 同样 处 理 ， 然 后 置 
30C 3838 2 天 。 


P d 


1) 完成 质粒 pRS316 对 菌株 6-1 的 转化 ， 且 一 定 要 在 42 ef FR 15 分 钟 ( 葛 
“技术 和 方案 2， 醇 母 菌 落 直接 质粒 转化 法 " )。 通 过 涂 到 HC ~ ura 培养 基 上 来 筛选 质 
粒 ， 置 30 忆 培养 2 天 。 

2) 用 血球 计数 板 测定 菌株 6-2 的 两 个 HC 培养 物 (一 个 加 入 了 省 化 乙 锭 ， 另 一 个 不 加 ) 
的 细胞 密度 。 将 每 个 培养 物 稀释 至 500 — 1000 个 细胞 /ml (可 用 无 菌 水 进行 稀释 )。 
取 两 个 稀释 液 各 20051 分 别 涂 布 于 YPDG 平板 (一定 要 对 两 个 平板 进行 标记 以 便 区 
分 经 省 化 乙 锭 处 理 和 未 处 理 的 细胞 ) ， 置 SOC HERE 3 天 。 


A GU 


将 涂 有 菌株 6-3 和 6-4 的 YPD 平板 从 30'C FRA PRR, 在 4 や 条件 下 保存 。 以 各 
在 第 14 天使 用 。 


BGK 


挑选 3 个 菌株 6-1 Ura 转化 子 ， 并 接种 到 一 个 HC ura FLE. E 30 HF 2 
Ry 在 4 で 条件 下 保存 特 化 平板 。 


7K 


分 别 记录 两 个 YEDG 平板 上 的 大 (o^ ) 小 (p~ ) 菌落 数 ， 并 计算 处 于 两 种 生长 条 
件 下 菌株 6-2 中 出現 的 细胞 频率 。 从 每 个 平板 上 加 或 未 加 省 化 乙 锭 ) HE— T o^ BH 
落 并 接种 到 YPD 平板 上 ， 置 30 它 培养 2 天 。 


ER 


将 一 个 YPD 平板 划分 为 三 等 份 ， 从 转化 子 6-1Ura* 8g f8]— BB PPE 2 份 细胞 ， 
分 别 接种 到 一 个 YPD 平板 的 两 个 等 份 中 。 将 一 团 大 小 相当 的 菌株 6-2 细胞 〈 取 自 第 一 
天 培养 的 平板 ) 加 到 一 个 6-1Ura* BRE, 在 平板 上 充分 混合 。 男 外 。 特 一 傍 6-2 细胞 
接种 到 同一 平板 剩 下 的 一 个 等 份 ， 不 混合 ， 将 平板 置 30 や 培 半 6 — 8 小 时 。 在 培养 末 
期 , 将 6-1Ura 和 6-2 细胞 形成 的 混合 斑 中 的 所 有 细胞 刊 下 来 ， 并 将 其 在 一 个 HC - ura 
+cyh 平 板 上 划 线 分 离 单 菌落 。 对 6-2 BEBE 6-1Ura* 菌 斑 重 复 同 样 的 步 又 (作为 实验 
的 负 对 照 )， 置 30 忆 培养 4 天 。 


PIK 


分 别 从 两 个 p 6-2 BP ( 来 自 第 7 天 ) 挑 出 一 份 细胞 与 上 述 的 6-1 细胞 (未 用 
URA3 质粒 转化 的 细胞 ) 相 混合 ， 此 时 ， 将 YPD 平板 分 为 四 等 份 。 一 定 要 把 没有 混合 
在 一 起 的 6-1 和 6-26 细胞 包括 在 内 作为 负 对 照 ， 置 30 培养 6 一 8 小 时 。 然 后 ,将 细 
胞 刮 下 来 并 在 YPG + cyh 平板 上 划 线 分 离 单 菌落 ， 置 30 尼 培养 4 天 。 


BRE 


在 第 8 天 培养 的 细胞 中 ,注意 在 HC- ura * cyh 平板 上 的 细胞 生长 ， 将 交配 的 细胞 
同 每 一 个 未 混合 的 对 照相 比较 。 从 HC — ura+ cyh 平板 上 的 混合 细胞 中 挑 3 个 菌落 ， 在 
一 个 HC 一 ura 平 板 上 将 其 划 成 3 条 分 开 的 长 2qm 的 直线 ， 则 上 距 为 0.5cm。 另 外 ， 将 一 
个 原始 的 6-1Ura 转化 子 置 于 同一 平板 上 作为 对 照 ， 置 30 信 培养 2 X. 


FUELS 


注意 : 第 9 天 的 YPG+cyh 平板 上 细胞 的 生长 ， 将 交配 的 细胞 同 每 一 个 未 混合 的 对 照相 
比较 。 从 YPG+ cyh 平板 上 的 混合 细胞 中 挑 出 3 个 菌落 接 到 一 个 YPD 平板 上 。 另 外 将 
菌株 6-1 和 6-2 p^ RERE TA FREAR, E 30T 培养 1 天 。 

* 4] * 





A x 


D 将 第 12 天 和 第 13 天 接种 的 细胞 影印 到 下 列 平板 上 : 
HC - ade 


HC- trp 
HC - leu 
HC- ura 
HC - lys 
HC + can arg 
YPD * cyh 
YPD 
YPG 
2) 把 每 个 影印 的 蓝 团 交叉 影印 到 拥有 菌株 6-3 和 6-4 的 TPD 上 , 在 30C 下 培养 所 有 平 
板 。 
A DU 
把 每 个 交叉 盖 印 的 YPD 平板 影印 到 一 个 SD FRE. 
AS 6 


观察 和 比较 所 有 平板 ， 包 括 SD 平板 ， 以 确定 分 离 株 是 否 属 单 售 体 。 


材料 
BLA 


4 YPD 平板 
无 菌 水 
无 菌 Eppendorf 离心 管 


RIK 


“材料 与 方案 2， 酵母 菌落 直接 质粒 转化 法 ”所 需 的 所 有 材料 
Lue pRS316 质粒 DNA 

2 支 含有 Sml HC 培养 液 的 培养 管 

1mg/ml EE ZEEE (FAK HS) 

无 菌 水 


Pa d 
2HC - ura 平板 
2€ YPDG 平板 


・ 42° 


BEX 

1 Ẹ UC- ura 平板 
BIK 

1 € YPD 平板 
BER 


1 = YPD 平板 
3 € HC- ura * cyh 平板 


BIR 


1 £& YPD 平板 
4 € YPG+cyh 平板 


A LX 

1 € HC- ura 平板 
A LUC 

1 4 YPD 平板 
A ケイ 


下面 平板 各 制 2B: 
HCーade 
HC - trp 
HC - leu 
HC- ura 
HC - lys 
HC + can — arg 
YPD+ cyh 
YPG 
YPD 
EHETE 


IX 
2 Æ SD 平板 


本 实验 部 分 取 自 F. Sherman, G. Fink AlJ. Hicks 的 早期 版 本 。 
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实验 七 ”基因 置换 


基因 置换 是 酵母 研究 中 最 有 效 和 最 重要 的 技术 之 一 。 这 种 技术 允许 一 个 基因 在 它 的 
正常 染色 体位 置 与 其 高 体 条件 下 创造 的 等 位 基因 进行 置换 ， 使 置换 前 后 的 菌株 仅仅 在 这 
个 特殊 的 等 位 基因 上 存在 遗传 差异 。 使 用 这 种 方法 ， 可 以 分 析 在 基因 克隆 中 由 无 效 突变 
(null mutation) (FEE: 由 于 大 片段 描 入 、 缺 失 或 重 排 而 导致 基因 表达 产物 完全 失去 功 
BE) 或 其 他 任何 类 型 突变 所 引 赵 的 表 型 变化 。 无 论 在 理论 上 或 在 实践 中 ， 一 个 克隆 的 酵 
母 基因 均 有 可 能 发 生 突变 ， 然 后 通过 重组 进入 基因 组 ， 从 而 精确 的 置换 野生 型 等 位 基 
因 。 

测定 一 个 基因 的 无 效 表 型 是 研究 这 个 基因 功能 的 关键 一 步 。 首 先 ， 它 揭示 了 这 个 基 
因 是 否 是 生长 所 必需 的 。 其 次 ， 如 果 这 个 基因 不 是 生长 所 必需 的 ， 该 方法 又 可 以 用 来 研 
究 完 全店 失 了 基 衝 特殊 功能 (由 于 该 基因 的 置换 而 导致 ) 的 黄 株 。 为 了 检测 到 由 无 效 突 
变 而 引起 的 表 型 变化 ， 基 因 置 换 一 般 应 在 二 倍 体 中 进行 ， 因 为 单 倍 体 的 无 效 突变 体 可 能 
无 法 生存 。 这 种 现象 可 以 通过 孢子 繁殖 中 的 四 分 体 分 析 观 测 到 。 如 果 某 个 基因 是 生存 所 
必需 的 ， 则 四 分 体 孢 于 的 分 离 比 为 2:2; 如 果 这 个 基因 不 是 生存 所 必需 的 ， 则 所 有 的 四 
个 孢子 都 能 存活 ， 其 中 有 两 个 孢子 属于 无 效 突变 体 。 


实验 七 (a) 一步 基因 破坏 法 


通常 , 一 歩 基 因 賢 換 (Rothstein 1983) 是 利用 包含 有 突 変 等 位 基 因 和 欲 融合 基 因 
座 具 有 末端 同 源 的 限制 性 片段 通过 转化 而 实现 的 。 但 是 ， 为 了 创造 具有 罕 变 等 位 基因 的 
片段 ， 就 必须 对 目标 基因 进行 克隆 ， 然 后 用 限制 性 内 切 酶 酶 解 ， 使 基因 或 基因 的 一 部 分 
被 一 段 在 酵母 中 编码 选择 性 标记 的 DNA 片段 所 置换 。 由 于 这 些 操 作 所 固有 的 局 限 性 ， 
通常 很 难 创造 一 个 真正 的 全 部 编码 序列 被 准确 替换 的 无 效 等 位 基因 。 然 而 ， 现 在 利用 
PCR 介 导 基因 破坏 法 (Baudin et al. 1993, Lorenz et al. 1995) 在 酵母 中 无 效 突 变相 当 
容易 。 

PCR 介 导 基因 破坏 法 的 根据 是 : 酵母 中 线性 DNA 片段 间 的 同 源 重 组 效率 非常 高 ， 
AE 40bp 同 源 区 即 可 进行 相当 高 效率 的 重组 。PCR 介 导 基因 破坏 法 和 酿酒 酵母 全 基因 
给 序列 相 结合 ， 使 得 任何 基因 不 必 对 其 进行 克隆 即 可 使 其 发 生 相 应 的 无 效 突 变 。 而 且 ， 
已 经 构建 出 一 系列 质粒 和 菌株 来 提高 这 种 技术 的 成 功率 (Brachmann et al. 1997), & 
些 质粒 包含 了 一 个 保守 位 点 上 的 普通 醇 母 可 选择 标记 ， 这 样 就 可 以 使 用 一 组 PCR 引物 
和 选择 标记 来 破坏 基因 ( 见 图 7.1)。 醇 母 能 从 基因 组 中 完全 删除 普通 车 养 缺陷 型 标记 ， 
这 样 就 减少 了 可 能 产生 在 染色 体 组 中 可 选择 标记 与 其 突变 等 位 基因 间 不 希望 产生 基因 转 
变 的 背景 发 生 。 

基因 破坏 法 通常 用 来 分 析 一 个 目标 基因 的 无 效 等 位 基因 的 表 型 效应 。 在 本 试验 中 ， 
将 中 断 一 种 蛋白 酶 基因 构建 出 一 种 在 生化 实验 中 十 分 有 用 的 菌株 。 用 生化 方法 制备 酵母 
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图 7.1 一 步 基因 置换 法 


细胞 抽 提 物 的 障碍 之 一 就 是 酵母 细胞 液 泡 中 丰富 的 蛋白 酶 ， 当 细胞 破裂 时 这 些 酶 就 会 释 
放出 来 。 一 种 完全 缺乏 蛋白 酶 的 菌株 需要 中 断 每 个 编码 液 泡 蛋 白 酶 的 不 同 基因 。 幸 运 的 
是 ， 有 一 种 方法 仅 用 一 步 即 可 消除 大 部 分 蛋白 醇 。 被 泡 蛋 白 酶 首先 以 无 活性 的 酶 原形 式 
合成 ， 然 后 在 液 泡 中 经 蛋白 水 解 作用 去 除 前 肽 变 为 活性 肽 。 主 要 的 蛋白 水 解 酶 一 蛋白 酶 
A 由 基因 PEP4 编码 ， 中 断 PEP4 就 可 以 阻止 所 有 其 他 蛋白 酶 变 为 活性 肽 ， 这 种 方法 的 
复杂 性 在 于 蛋白 水 解 酶 了 也 能 分 解 前 肽 从 而 激活 液 泡 和 蛋白酶。 在 缺乏 蛋白 水 解 酶 A 的 
情况 下 ， 有 活性 的 蛋白 水 解 酶 B 仍 能 在 儿 个 细胞 生长 周期 内 继续 激活 液 泡 蛋白 酶 ， 但 
蛋白 水 解 酶 马 的 自我 激活 能 力 并 不 是 无 限 的。 一 旦 蛋白 水 解 酶 的 活性 降低 到 某 一 临 
界 值 以 下 ,细胞 就 会 不 可 递 地 转变 为 无 蛋白 酶 强 胞 。 当 中 断 PEP4 之 后 ， 再 将 破坏 了 
PEP4 的 菌株 连续 几 代 划 线 分 离 单 菌落 以 稀释 蛋白 水 解 酶 B， 从 而 最 终 获得 无 蛋白 酶 活 
性 菌株 。 

已 经 破坏 PEP4 基因 的 转化 菌落 可 以 用 一 种 不 同 的 PCR RE, ATK AT 
以 直接 用 来 得 选 菌 落 ， 而 不 需要 从 酵母 中 提纯 DNA。 用 平板 分 析 、 鉴 定 羧 肽 酶 Y 的 活 
性 ， 就 可 以 将 具有 pep 基因 型 的 转化 体 筛选 出 来 。 羧 肽 酶 Y 是 一 种 需要 和 蛋白 水 解 酶 A 
ALE KS BB 活化 的 液 泡 酶 。 
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菌株 


7-1 BY4732 MATa his3 A200 metl5 AO trpl A63 ura3A0 
质粒 
pRS303 是 携带 有 酵母 HIS3 基因 的 大 肠 杆 菌 载体 ， 可 用 于 PCR 介 导 基因 破坏 的 模板 。 


程序 
BLE 
将 菌株 7-1 在 YPD FR LR, BOTH. 
PIK 
挑 取 一 个 丰满 的 菌株 7-1 的 每 落 ， 接 种 到 5ml YPD 培养 液 ， 置 30 忆 培养 过 夜 。 


AX 


用 血球 计数 板 《 见 附录 GO 测定 5ml EEk 7-1 培养 物 的 细胞 密度 。 在 装 有 50 mi 
YPD 的 锥 形 烧 瓶 中 将 细胞 稀释 至 5x 10 细胞 /ml， 置 30 尼 培养 网 胞 到 两 次 分 裂 〈 约 4 
小 时 )。 

按照 “技术 和 和 方案 1， 栈 母 的 高 效 转化 ”方法 收获 细胞 ， 用 lpg 加 好 HIS3 的 
PCR 扩 增 DNA 进行 转化 ， 所 提供 的 DNA 母液 是 按照 “技术 和 方案 13，PCR 介 导 基因 
EIRE”, EA RS303 作 载 体 模 板 。 制 备 的 两 个 引物 为 ; 
5‘PEP4DEL 
TGGTCAGCGCCAACCAAGTTGCTGCAAAAGTCCACAAGGCAGATTGTACTGAG 

AGTGCAC 
3’ PEP4DEL 
AATCGTAAATAGAATAGTATTTACGCAAGAAGGCATCACCCTGTGCGGTATT 

TCACACOG 

必须 做 一 个 不 加 DNA 的 转化 作为 阴性 对 照 ， 将 每 种 转化 液 涂 到 HC- his FR, E 
30 人 培养 3 天 。 


A クモ 
pe 11 MEF, Æ HC- his 平 板 上 划 单 菌落 ， 仅 使 用 3 个 平板 ， 每 个 平板 可 划 出 
3 一 4 个 转化 子 ， 置 30 妆 培养 2 天 。 
A 9x 


DA 11 个 转化 子 中 ， 分 别 挑 一 个 菌落 在 HC — his 平板 ( 来 自 第 7 天 ) LWA, 使用 
47^ 





“技术 和 方案 14, BABE PCR 方法 ”检测 PEP4 基因 是 否 已 经 破坏 。 须 用 菌株 7-1 
作 対照 。 が 増 DNA 使 用 以 下 两 个 引物 : 
5PEP4 GCTTGAAAGCATTATTGCCATTGGCC 
3'PEP4 GGCCAAACCAACCGCATTGTTGCCC 
2) 在 进行 PCR 扩 增 的 同时 ， 制 备 1.596 琼脂 精 凝 胶 ， 电 泳 检测 每 个 菌落 的 PCR 产物 。 
加 Zul BRAS BER | PER REET PCR 样品 中 ， 将 反应 物 全 部 上 样 ， 包 括 DNA 标 
准 分 子 量 标记 。 野 生 型 PEP4 基因 将 产生 一 个 约 1.2kb 帯 、 面 pept HIS3 等 位 基 
因 有 一 个 预计 1.4kb 的 帯 。 
3) 将 3 个 pe 的 HIS3 转化 子 和 菌株 7-1 在 YEPD 平板 上 划 线 ， 每 个 平板 划 两 个 菌株 ， 
Et 30T 培养 3 天 。 


A 用 
按照 “技术 和 方案 8, REE Y 的 平板 检测 ”方法 ， 用 APE 蛋白 酶 平板 检测 法 检 
à! YEPD 平 板 上 的 菌落 ， 注 意 辨 别 菌 洲 之 间 的 颜色 差异 。 
材料 
AIL 
1 £ YPD 平 板 
AGE 
1 支 含有 5ml YPD 的 培养 管 
BA 


“技术 和 方案 1， 酵 母 的 高 效 转 化 ”方法 中 所 需 的 材料 。 
含有 50ml YPD 培养 基 的 锥 形 烧 瓶 
2 套 HC - his 平板 


A 7E 
3€ HC- his F 
BIR 


“技术 和 方案 14， 醇 母 菌 落 PCR 方法 ”所 需 的 材料 
£j 120pmole DNA 引 物 : 
5PEP4 GCTTGAAAGCATTATTGCCATTGGCC 
3PEP4  GGCCAAACCAACCGCATTGTTGCCC 
用 于 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 所 需 材 料 和 设备 
2 块 YPD 平板 
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SIF 
“技术 和 方案 8, RRE Y 的 平板 检测 ”方法 所 需 的 材料 


实验 七 (b) ”两 步 基因 置换 法 


常用 的 第 二 种 基因 虱 换 方法 是 两 步 法 (Scherer and Davis 1979) ， 这 种 方法 首先 要 
整合 一 个 含有 罕 变 等 位 基因 的 质粒 ， 当 在 目标 位 点 发 生 整 合作 用 时 ， 将 导 救 这 一 基因 区 
段 的 重复 一 一 一 个 为 野生 型 ， 另 一 个 为 突变 型 。 两 者 之 间 含 有 一 段 质粒 序列 ， 重 复 的 两 
个 拷贝 之 间 的 同 源 交 换 将 导致 质粒 的 切除 以 及 重复 区 段 中 两 个 拷贝 之 一 的 丢失 。 根 据 交 
换 的 准确 定位 ， 留 下 的 拷贝 要 么 为 突变 型 ， 要 人 么 为 野生 型 (如 图 7.2 所 示 )。 这 些 拷 风 
可 以 通过 表 型 或 Southern 杂交 分 析 加 以 区 分 ， 荐 质粒 上 的 可 选择 标记 为 URA3， 则 质粒 
最 容易 被 切除 ; 使 用 5 - 气 乳 清 酸 (5-FOA) 培养 基 可 以 挑选 出 丢失 质粒 的 菌株 。 





图 7.2 两 步 基因 年 换 法 
通过 单 交换 使 质粒 整合 到 染色 体 导 致 YFGI KARR, —TH55 i5 
WEN YRC] BA, 5 — HS UC yfgl-1 RE, EA 5-FOA 培养 基 
筛选 切除 质粒 的 菌株 ， 根 据 交换 体 的 定位 ， 留 下 的 切除 子 (excision) 要 
么 是 YFGI, BAR yfet-i. 


两 步 基因 置换 法 在 下 列 两 种 情况 下 使 用 : 

1) 如 果 目 标 突变 没有 可 选择 的 表 型 ， 则 不 能 使 用 一 步 法 直接 进行 选择 。 一 种 特殊 基因 
的 温度 敏感 等 位 基因 和 置换 就 属 这 种 情况 。 使 用 两 步 法 ， 能 够 筛选 出 含有 突变 等 位 基 
卫 的 凸 环 和 质粒 的 重组 子 。 

2) 使 用 两 步 法 ， 从 相同 的 起 始 转化 子 菌株 中 能 产生 野生 型 和 突变 型 菌株 。 这 样 就 能 提 
供 除 目 标 基 因 之 外 的 其 他 基因 纯 合 的 菌株 。 两 步 基 四 置换 法 在 实验 九 中 将 用 于 
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MAT 基因 座 交 配 型 等 位 基因 的 转换 。 


实验 七 (c) 质粒 改组 


除了 通过 基因 置换 分 析 表 型 外 ， 当 目标 基因 位 于 自主 质粒 上 时 还 可 以 用 来 第 选 突变 
表 型 ， 尤 其 可 以 用 来 鉴定 必需 基因 的 条 件 致死 等 位 基因 。 使 用 质粒 改组 (plasmid-shuf- 
fle) CR. (Boeke 等 1987)， 可 以 对 一 个 含有 目标 基因 的 质粒 进行 诱 变 ， 再 将 经 过 诱 变 
的 质粒 转 人 酵母 ， 然 后 在 无 效 基因 背景 下 筛选 条 件 突 变 表 型 (如 图 7.3 所 示 )。 具体 方 
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图 7.3 质粒 的 改组 


法 是 转化 一 种 菌株 ,该 菌株 已 经 含有 中 以 URA3 基因 作为 可 选择 标记 基因 的 自主 质粒 ， 
其 质粒 上 具有 目标 基因 的 野生 型 基因 各 基因组 中 目标 基因 的 无 效 等 位 基因 。 这 样 一 种 
菌株 ， 其 生存 力 取决 于 质粒 上 的 野生 型 基因 所 编码 蛋白 质 的 功能 。 用 诱 底 的 质粒 库 转化 
后 (使 用 不 同 于 URAS 的 选择 标记 )， 就 可 以 通过 在 不 同 条件 下 (如 温度 、 培 养 基 等 ) 
影印 到 5-FOA 平板 上 ， 根 据 菌株 的 生长 情况 加 以 第 选 ， 只 有 那些 丢失 了 含有 URA3 和 
野生 型 基因 的 质粒 的 细胞 才能 在 5-FOA 平板 上 生长 ， 而 由 突变 质粒 引起 的 表 型 才能 表 
达 。 
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尽管 早已 知 道真 核 生物 染色 体 上 的 DNA 与 组 蛋白 紧密 结合 形成 染色 质 ， 但 组 蛋白 
的 生物 学 功能 直到 最 近 才 得 以 详细 研究 。 与 大 多 数 典型 的 真 核 生 物 一 样 ， 醇 母 染色 质 上 
有 4 个 核心 组 蛋白 ，H2A，H2B，H3 和 H4。 每 种 组 蛋白 在 基因 组 中 有 两 个 不 相连 的 基 
因 座 ( 如 : H3 组 蛋白 由 HHTI JRHHT2 编码 )， 任 何 一 个 基因 座 都 足以 维持 生存 。 奇 
怪 的 是 ， 编 码 组 蛋白 H3 的 每 个 基因 都 与 一 个 组 蛋白 H4 基因 紧密 连锁 (n; HHTI 与 
HHF1 在 染色 体 上 紧密 相 邻 )， 组 蛋白 H2A 和 H2B 有 类 似 的 情况 。 在 本 试验 中 ， 将 利 
用 这 种 特性 分 离 HHT2 和 HEHF2 基因 连锁 的 两 种 不 同 突变 型 。 

不 仅 组 蛋白 基因 的 温度 敏感 突变 已 经 报道 【Smith et al，1996)， 而 且 对 影响 基因 活 
性 的 组 蛋白 等 位 基因 也 已 分 离 ， 如 半 和 乳糖 代谢 所 必需 的 基因 (Durrin et al. 1991, 
Mirschhorn et 引 ，1995)。 我 们 将 使 用 质粒 改组 方法 分 离 温度 敏感 型 和 半 乳 精 等 位 基因 
HH12 和 (或 ) HHF2 的 缺陷 型 。 


菌株 


72 UDCIS MATa ade 2A. hisG — his3A200 — leu2AD0 lys2A0 met15A0 
trplA63 — Ura3A0 AhhfZ-hht2 07 METIS | AHHFI-hhtl <° LEU2 
[pRM200U (URA3 CEN ARS HHF2-HHT2)] 


质粒 
pMP3 一 个 含有 TRP1 和 HHT2-HHF2 的 着 丝 粒 载体 


程序 
A C 
将 菌株 7-2 在 YPD 平 板 上 划 线 ， 在 SOC FEH. 
BIK 
挑 一 个 丰满 的 菌株 7-2 菌落 ， 接 种 到 5ml YPD 培养 液 ， 在 30C FIRRA. 
BAK 


使 用 血球 计数 板 ( 见 附录 G) 测定 Sml 菌株 7-2 培养 物 的 细胞 密度 。 用 30ml YPD 
培养 液 稀释 到 5x 105 细胞 上 ml， 在 30'C FERAN (29 4 小 时 )。 

按照 “技术 和 方案 1， 酵母 的 高 效 转化 ”方法 收获 细胞 ， 用 100ng 诱 变 的 pMP3 质 
粒 进行 转化 (提供 的 母液 用 “技术 和 方案 6， 质 粒 DNA WERE” JE). GA 
包括 一 个 不 加 DNA 的 阴性 对 照 。 把 转化 细胞 悬浮 在 2.4m] 的 无 苦水 里 ， 吸 出 0.4ml 稀 
ER 2ml， 再 从 中 取 0.2ml 涂 HC ~ op FR, ARAM BRR 10 个 平板 ， 用 稀释 细胞 
液 涂 另外 10 个 平板 。 把 0.2ml 不 加 DNA 的 阴性 对 照 浓 细胞 涂 在 一 个 平板 上 。 所 有 21 
个 平板 都 在 室温 (23C ) 下 培养 。 

a 31 円 





ER 


选择 10 个 转化 平板 ， 理 想 情 况 下 ， 每 个 平板 有 100—300 个 菌落 ， 计 菌落 总 数 。 把 
10 个 转化 平板 分 别 影印 到 3 个 5-FOA 平板 上 ， 一 个 5-FOA+ 3% 半 乳糖 和 一 个 HC- up 
平板 。 室 温 培 养 每 个 转化 子 的 5-FOA 影印 平板 ， 在 30 亿 下 培养 另外 一 个 5-FOA 平板 和 
5-FOA+3% 半 乳糖 平板 , 在 37 亿 下 培养 最 后 一 套 5-FOA 影印 平板 和 HC - trp 平板 。 
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统计 37 下 影印 平板 的 温度 敏感 型 候选 菌落 。 从 S-FOA 平板 上 挑 12 个 温度 敏感 型 
候选 菌落 室温 培养 ， 再 划 线 到 YPD 平板 室温 培养 纯化 〈 至 多 使 用 3 YPD FR). 


BLP 


1) 计算 300 FREER ( 来 自 第 8 天 ) 的 gal” 菌落 ， 从 5-FOA 平板 挑 12 个 gal 候选 
菌落 ， 划 线 在 YPD FRE, TEGOC FRR (BSE 3 个 YPD 平 板 ), 注意 
任何 gal 菌落 都 可 能 是 温度 敏感 型 。 

2) 在 YPD 平 板 上 重新 测试 纯化 的 温度 敏感 型 候选 菌落 (来 自 第 10 天 ) 把 每 个 平板 影 
印 到 两 个 YPD 平板 上 ， 一 个 室温 培养 ， 另 一 个 在 37 尼 下 培养 。 


P g^ d 


1) 重新 测试 纯化 的 gal GEM ( 来 自 第 12 天 )。 影 印 每 个 平板 到 一 个 YPD 平板 和 一 个 
YEPGal FAR, TE OU PIF. 
2) 统计 已 重新 测试 的 温度 敏感 型 候选 菌 ， 确 定 温度 敏感 型 质粒 转化 子 的 频率 。 


A 160€ 
统计 重新 测试 的 gal RAR, EE ESE FR, 


材料 
A IX 
1 & YPD 平 板 
HIX 
1 支 含有 Sml YPD 的 培养 试管 
BA 


“技术 和 方案 1， 酵母 的 高 效 转 化 ”方法 中 所 需 的 材料 
诱 变 的 pMP3 DNA 
含有 S0ml YPD 的 三 角 瓶 
21 € HC - op 平板 
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A SX 


30 Æ 5-FOA 平板 

10 € HC- trp FR 

10 © 5-FOA + 3% FART 
AR 


A 0X 
3€ YPD 平 板 
A OLG 


94 YPD 平板 
A gU 


BIA 


348 YPD 平板 
3  YEPGal 平板 
XS 
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实验 八 ”ras2 抑制 基因 的 分 离 


抑制 基因 RASI 和 RAS2 与 G 和 蛋白 非常 相似 ， 都 能 激活 酵母 体内 的 腺 苷 酸 环 化 酶 。 
cAMP 对 细胞 生长 和 进入 有 缘分 列 周 期 是 必需 的 ， 通 过 对 细胞 生长 有 关 问 题 的 大 量 道 传 
学 分 析 ， 对 cAMP 信号 传导 途经 的 成 分 和 它们 的 生化 作用 已 有 了 很 好 的 了 解 (Broach 
1991)。 本 实验 将 按照 Cannon 等 (1986) 的 方法 分 离 ras2 无 效 突变 的 抑制 基因 。 

在 大 多 数 情况 下 ，rasl 或 ras2 单 突变 株 是 可 以 很 好 存活 的 ， 一 个 有 功能 的 RAS E 
EAR RI MAIR RIMM. MA m, ras? 突变 株 在 非 发 酵 砚 源 〈 如 乙酸 或 甘油 ) 上 
生长 是 有 缺陷 的 。 原 因 是 RAS] 的 表达 在 这 样 的 生长 培养 基 里 受 到 抑制 ， 因 此 ， 一 个 
rasz 无 效 讼 变 引起 一 个 条 件 表 型 ， 利 用 这 个 表 型 我 们 可 以 确证 ras 抑制 基因 。 


菌株 


8-6 1784TRP MATa RAS2 hisd ura3 leu2 cant 
8-7 AMP141 MATa ras2-530.'." LEU2 his4 ura3 leu2 trpi canl 
8-8 AMPI42 MATa ras2-530. LEU2 hisd ura2 leu2 Lys2 canl 


程序 
A E 
指导 老师 已 经 在 YPD 平 板 上 划 出 了 你 的 ras2 突 変 株 (菌株 8-7 Bt 1, 2. 3, 4 组 
使用 , 菌株 88 供 5、 6、 7、8 组 使 用 )。 用 YPD 平 板 , 接 30 到 40 个 单 菌落 作为 诛 始 
平板 , FECT. ERE PEL ROE TE D PRECES RUPEE IS, JOB AD SE UA FED 


得 相对 应 的 划 线 菌株 (菌株 8-8 XE 1. 2. 3. 448, 菌株 8-7 対 $、6、 7. 828), BRE 
用 。 


p Ps 


将 YPD 平板 影印 到 YPAc 平板 上 ， 轻 轻 地 影印 使 背景 生长 减少 到 最 小 限度 ， 给 指 
导 老 师 一 个 影印 平板 供 蛇 外 线 处 理 〈 置 Stratalinker, 7541), 两 平板 在 30 尼 下 培养 。 


BEF 


可児 成 批 的 小 菌 落 (papila) 长 出 。 从 经 紫外 线 处 理 或 未 经 处 理 的 平板 中 挑 取 单 
个 菌落 转 接 到 一 个 新 鲜 YPD 原平 板 ， 小 心 挑 取 以 免 霹 围 细胞 的 污染 (正规 的 方法 将 适 
过 单 菌落 划 线 纯化 小 菌落 ， 为 了 节约 时 间 省 略 这 些 步骤 )。 每 批 编号 ， 并 记录 小 蓝 落 来 
自 哪个 平板 ， 包 括 不 同 批 的 亲本 菌株 和 在 原平 板 的 RAS2 对 照 菌株 8-6, 在 300 FR 
养 。 
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AC 


涂 一 个 相对 杂交 型 的 ras2 菌株 (菌株 8-8 对 1、2、3、4 组 ; 菌株 8.7 対 $、6、7、 
8 组 ) 的 YPD 平 板 , 将 YPD 原平 板 上 的 培养 体 影印 到 两 个 YPAc 平板 上 ， 两 个 YPD ¥ 
板 和 涂 了 ras2 的 平板 , 一 对 YPAc/YPD 平板 在 300 FRR, 其他 在 37 尼 下 培养 。 那 
些 杂交 平板 在 30 亿 下 培养 。 


BER 


观察 并 记录 300 和 37 习 的 菌落 生长 情况 ， 保 存 这 些 平 板 备 第 12 天 使 用 。 选 择 自己 
欲 做 详细 分 析 的 12 个 回复 宽 变 型 【revertants)， 把 这 12 个 回复 突变 型 与 培养 在 
SC- iys- trp 平板 上 的 ras? 供 试 菌株 交叉 划 线 ， 同 时 也 把 ras? 亲本 与 ras? [xA REX. 
划 线 ， 每 个 平板 可 以 划 四 个 交叉 平板 置 30 亿 下 培养 。 


A X 


从 每 个 SC- lys— trp 划 线 的 平板 挑 两 个 单 菌落 ， 用 牙签 接种 到 YPAc 和 YPD 平板 ， 
包括 一 个 与 ras2 亲本 杂交 的 菌落 ， 在 30 尼 下 培养 。 


S LU 


观察 记录 YPD 和 VPAc 平板 的 生长 情况 ， 以 判定 哪些 抑制 因素 是 显 性 的 ， 哪 些 是 
隐 性 的 。 取 出 第 8 天 的 YPD 平板 ， 制 备 两 个 划 线 YPD 原平 板 ， 每 个 都 含有 ras2 RA 
和 4 个 隐 性 抑制 基因 菌株 ， 在 30 外 下 培养 。 


AS GL 


影印 每 个 划 线 原平 板 到 两 个 YPD 平板 上 上， 再 影印 其 他 组 相对 应 杂交 型 的 划 线 原平 
板 到 你 的 影印 平板 上 ,， 在 30C 下 培养 。 


BLA 

影印 交叉 划 线 的 原平 板 到 SC- lys - up FRE, 在 30T FHF. 
S UC 

从 划 线 的 交叉 点 挑 取 细胞 ， 制 备 一 批 SC-Iys - up 原平 板 。 
LOK 

影印 第 15 天 的 原平 板 到 YPAc 和 YPD 平 板 上 , 在 30C 下 培养 。 
BIT 


记录 和 分 析 第 16 天 的 划 线 杂 交 原 平板 ， 你 希望 从 不 能 互补 的 抑制 基因 获得 什么 样 
的 表 型 ? 你 的 突变 株 与 邻 组 的 突变 株 是 相同 互补 群 吗 ? 有 和 多少 互 补 群 ? 
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BER 


A Hx 


44 SC- lys- trp 平板 
BR 


P NS 
1X SC - lys— up 平板 
牙签 

AJ Hx 


1 YPAc 平板 
1# YPD 平板 
Jc BR 


感谢 Rey Sia 设计 本 实验 
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实验 九 ”细胞 型 操作 


酿酒 酵母 能 先进 行 有 性 生殖 ， 单 倍 体 细胞 之 间 能 相 二 交配 产生 二 售 体 细胞 ， 然 后 二 
信 体 细胞 进行 减 数 分 裂 再 产生 单 倍 体 细胞 。 交 配 能 力 是 由 细胞 的 交配 型 决定 的 ， 相 同 交 
配 型 的 细胞 不 能 交配 ， 而 不 同 交配 型 的 细胞 可 以 交配 。 不 同 交 配 型 是 由 MAT 基 因 座 等 
位 基因 的 表达 来 决定 的 。 一 种 交配 型 的 细胞 具有 MATa 等 位 基因 ， 称 为 a 细胞 :相反 ， 
交配 型 细胞 具有 MATa 等 位 基因 ， 称 为 a 绝 网 。 所 以 ，x 细胞 能 与 a 细胞 进行 交配 产 
生 既 含有 MATa, XAA MATa 等 位 基因 的 二 倍 体 细胞 ， 这 种 二 售 体 细胞 称 为 a/a 细 
LM 

根据 交配 型 的 稳定 性 可 以 将 菌株 分 为 两 组 ， 即 同宗 配合 型 (homothallic》 与 异 宗 配 
合 型 (heterothallic)。 异 宗 配 合 型 菌株 的 交配 型 是 稳定 的 ， 而 同宗 配合 型 单 倍 体 菌 株 的 
交配 型 是 不 稳定 的 ， 能 够 发 生 交 配 型 的 改变 。 所 以 ,一 个 来 自 同宗 交配 型 细胞 的 菌落 将 
同时 含有 a 和 o 细胞 以 及 a 和 = 细胞 交配 产生 的 二 倍 体 细胞 。 

同宗 交配 型 菌株 与 异 宗 交 配 型 菌株 间 孢 于 杂交 的 结果 表明 ， 同 宗 与 异 宗之 间 的 区 分 
仅 由 一 个 单独 的 遗传 座位 决定 ， 这 个 座位 命名 为 HO (Winge and Roberts 1949, Taka- 
hashi et al，1958) 。 已 经 证 明 ， 一 个 同宗 交配 型 细胞 是 在 其 细胞 系 的 早期 由 一 种 交配 型 
转变 为 男 一 种 交配 型 的 (Strathern and Herskowitz 1979), 

各 种 遗传 分 析 证 实 了 同宗 交配 现象 相关 的 另外 两 个 基因 座 的 存在 (Takahashi 1958; 
` Takano and Oshima 1967; Oshima and Takano 1972)， 这 些 基 因 座 命名 为 HML 和 
HMR ， 并 发 现 它们 与 MAT 基 因 座 同 在 第 由梨 色 体 上 (如 图 9.1 Bias), 


Web ITI 
CEM BTM) 


图 9.1 沉默 基因 座 HML HMR 5 MAT 基因 座 在 染色 体 下 上 的 相对 位 置 


已 经 证 明 ，FHBML 和 JR & fj MAT XD esit HERA. 通常, HML 含 
有 a 细胞 型 信息 ，HMR 含有 a 细胞 型 信息 。EO 已 被 证 明 编 码 一 种 位 点 特异 性 内 切 核 
酸 酶 ， 该 内 切 核酸 酶 只 切割 MAT 基因 座 中 的 一 个 特异 位 点 ，DNA XUE REB US, 
才 可 在 MAT HAES HML $ HMR 之 间 进 行 重 组 。 通 常 ， 重 组 发 生 在 含有 与 MAT 
相反 交配 型 信息 的 沉默 基因 座 处 。 由 于 这 种 重组 不 是 交互 的 ， 因 此 ， 来 自沉 默 基 因 座 的 
信息 保持 不 变 ， 而 MAT 基因 座 处 的 信息 则 发 生 改 变 。 从 这 些 观 察 结 果 中 总 结 出 了 解释 
交配 型 转换 的 奋 子 模型 (如 图 9.2 所 示 )。 

本 实验 将 要 使 用 ; DHO 形成 二 倍 体 ， 加 二 步 法 基因 曾 换 技术 转换 菌株 的 杂交 型 。 


实验 九 (a) AA HO 产生 二 倍 体 


在 本 节 中 ,用 一 个 含有 HO 的 质粒 转化 一 个 单 倍 体 菌株 产生 二 倍 体 。 此 程序 可 让 
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Jemen 


A I 
Co IMMta] Be Ray) 


Bm” ge So 
H *&" BE 


OE 7 RE ao TT) 


图 9.2 交配 型 转换 的 “ 盒 ” 式 模型 
(在 这 种 情况 下 ，a 信息 置换 了 MAT SABA a) 
( 引 自 Herskowitz 和 Oshima [1981], 194 31) 


IR] UR EDS a 和 a 単 倍 体 a/a 二 倍 体 细 胞 型 得 以 快速 纯化 。 
菌株 


9-1 CKY8 MATa ura3-52 leu2-3, 112 
9-2 AAY1017 MATa hist 

9-3 AAY1018 MATa hisl 

注意 : 菌株 9-2 和 9-3 对 测定 交配 型 是 很 有 用 的 ,但 其 遗传 背景 还 不 知道 。 因 此 ， 这 些 
菌株 除了 用 于 交配 型 测试 外 从 不 用 于 基因 杂交 实验 。 


质粒 
pCY 204 . FE YCp50 中 含有 HO， 选择 标记 是 URA3 (图 9.3) 


程序 
HLA 


ig 9-1 蔚 株 接种 到 一 个 YPD 平板 上 , FE SOC FH. 
EF, 把 菌 株 9-1 的 菌落 接种 到 Smi YPD FRY, fESGOC FIR. 4 YPD 平板 
EF 4 や 下 蛇 存 以 各 第 11 天使 用 。 


A 2x 
t BRADE L EARL” 方 法 , HAR VIAN pCY204 转化 到 菌株 
9-1 ,将 转化 液 涂 SC- ura 平板 , E 30C 下 培养 。 记 住 设置 一 个 不 含 DNA 的 转化 对 照 。 
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S 
将 5 个 转化 子 单 菌落 划 线 到 SC- ura 平板 上 , 在 30C 下 培养 。 


AMP 


TE YCp50 的 BamHI -EcoR I 位 点 上 插 和 人 HO 
URA3 的 Han HE -EcoR I 片段， 获得 pCY203。 HO 
KESAATEAM HO 的 编码 区 (Russell et 
al. Molecular and Cellular Biology 1986, 6: 
4281-4294), 


H&G MATa R MATa 的 Hind] DNA 片 县 
揪 人 到 一 个 缺失 功能 的 pRS306 质粒 的 EcoRI 
位 点 ， 分 别 获 得 pSCO 和 pSCli, Al EcoRI M 
eT Re toS ABI MAT 基因 座 (Chu and 
Herskowitz, unpublished; Sikorski and Heiter, 
Geneties 1989, 122: 19—27}, 





图 9.3 实验 九 (a) 和 (b) 部 分 中 的 质粒 
SE 
用 每 个 转化 子 的 单 菌 落 接种 5ml 的 YPD, 在 300 T 383. 
SX 


Fin ER TT a SE AE, A RK a RDS 10001 体积 含有 10° 和 
10° 个 细胞 ， 涂 S-FOA 平板 。 対 URA3 基因 进行 反 筛 选 以 便 使 已 经 丢失 了 pCY204 的 细 
胞 能 够 生长 ， 将 剩 下 的 YPD 培养 物 保存 于 4 や 以 供 第 11 天使 用 。 


BL 


将 每 个 转化 子 的 9 个 5-FOAF 菌落 接 到 YPD3E4R (4454) 制备 一 批 原平 板 ， 包 
括 亲 本 菌株 9 1。 另 外， 从 第 7 天 培养 的 5 个 中 间 培 养 物 中 分 别 取 3nl 点 到 原平 板 上 ， 
在 30 下 培养 此 YPD 平板 。 将 菌株 9-2 和 9-3 分 别 接 两 管 Sml YPD 培养 液 ， 在 30 亿 下 
振荡 培养 。 


BRAE 


分 别 用 10041 菌株 9-2 和 10051 菌株 9-3 涂 SD 平 板 ， 待 平板 表面 凉 于 后 ， 将 原平 板 
* 60 * 


影印 到 SD 平板 上 。 每 一 个 平板 都 用 新 的 绒 垫 以 防 平板 间 的 污染 。 同 时 将 原平 板 影 印 到 
一 个 产 孢 平板 和 一 个 SC — ura 平板 上 。 


A ケイ 

WARE FF OE SCRE TH TUE SC- ura 平板 上 的 生长 情况 。 
A E 

5 RET TIE BE 


材料 
BIR 


1 & YPD 平 板 
1 A 5ml YPD 的 培养 管 


LR 


“技术 与 方案 1， 醇 母 的 高 效 转化 ”方法 中 所 用 的 材料 
未 切 的 质粒 pCY204 
2 SC — ura FR 


BIR 

5 大 SC- ura 平板 
A 7X 

5 X & E Sm! YPD 的 培养 管 
PEL 


AK 
10 € 5-FOA 平板 


A ux 


1 4 YPD 平板 
2 支 各 感 有 Sml YPD 的 培养 管 


BRK 


ANA 
1 EOF RK 


1 € SC- ura 平板 
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Se (b) 用 两 步 基因 置换 法 进行 交配 型 转换 


利用 两 步 基因 置 搞 法 可 以 使 某 基 因 的 一 种 等 位 基因 被 另 一 种 等 位 基因 置换 (参见 实 
验 七 )， 该 技术 通常 用 于 一 种 无 选择 表 型 的 突变 等 位 基因 置换 一 种 野牛 型 等 位 基因 。 这 
种 方法 的 第 一 步 是 整合 一 个 含有 可 选择 标记 和 目标 基因 序列 的 质粒 ， 这 种 整合 可 实现 目 
标 基 因 的 重复 ， 同 时 两 个 重复 基因 被 一 段 质粒 隔 开 〈 如 图 9.4A 所 示 )。 





图 9.4A 两 步 基因 置换 法 。 第 一 步 : 在 重复 位 点 尽 或 Z 处 ， 通 过 同 深重 组 
将 质粒 整合 人 染色 体 ， 与 一 步 法 置换 不 同 的 是 整个 质粒 都 发 生 整 合 。 注 ; 
两 个 等 位 基因 相对 顺序 取决 于 交换 的 位 置 ， 在 这 个 图 中 ， 决 定 交配 型 的 序 
列 发 生 在 交换 体 的 3 了 端 。 


第 二 步 是 通过 重复 区 段 内 的 同 源 重 组 去 掉 质粒 序列 。 如 果 用 来 整合 的 标记 能 被 反 钥 
选 ， 则 质粒 非常 容易 去 除 。 例 如 ， 使 用 S-FOA RIE URA3。 根 据 重 组 发 生 的 位 置 ， 
剩 下 的 拷贝 只 带 有 两 个 等 位 基因 中 的 一 个 〔 如 图 9.4B 所 示 )。 在 本 实验 中 ,将 使 用 二 
步 基因 置换 法 转换 交配 型 。 


菌株 
94 YS0006 MATa ura3 ade2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3, 112 his3-11, 15 [ psi * ] 
GAL * 


9-5 YSCO0S MATa ura3 ade2-1 trpl-1 can1-100 leu2-3, 112 his3-11, 15 [psi*] 
GAL * 
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URA3 
/ N 
MATa MA 
RE- e———EÉB —————/ 
图 9.4B 两 步 基 因 置 措 法 { 续 )。 第 二 步 ， 在 MAT BAB (XÈ Z2) 之 间 
通过 “成 环 ”发 生 同 源 重 组 ， 交 配 型 转换 成 MATa 或 恢复 成 亲本 基因 座 


(MATa) 依赖 于 重组 发 生 的 位 点 (X 或 一， 在 这 种 情况 下 ,反复 选 〈 针 对 
URA3) 整合 体 可 通过 涂 5-FOA 平板 进行 。 


Ta 


质粒 


pSC9 . MATa 插 人 到 pRS306 质粒 ， 选 择 标记 是 URA3 (图 9.4) 
pSC11 MATa 插 人 到 pRS306 质粒 ， 选 择 标记 是 URA3 (图 9.4) 


程序 
A IX 
将 菌株 9-4 和 9-5 接种 到 一 个 YPD 平板 上 , Æ 30T T HE. 


1 、 2. 3. 4 组 使 用 菌株 9-4; 5. 6. 7. 8 t£ HAE 9.5, 


上 午 ， 将 单 菌落 接种 到 5ml YPD, Æ 30 它 下 培养 ， 之 后 将 以 上 YPD 平板 保存 于 
4C, 待 第 11 天使 用 。 


AA 2x 


ER “ 技 木 与 方 案 1, PEHAR” 方 法 , PARR 9-4 9-5, MRE 
蜂 萩 得 酸 解 原 粒 DNA, 用 pSC11 转化 菌株 9.4, 用 pSC9 转化 菌株 9-5， 将 转化 混合 物 
深 二 SC-ura FE, E 30 亿 下 培养 BST BCO— TOM DNA 的 转化 对 照 。 
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BIA 

将 5 个 转化 子 在 SC~ ura 平板 上 划 线 ，30 亿 下 培养 ， 以 获得 单 落落。 
A ZA 

将 每 个 转化 子 的 单 菌落 接种 到 5ml YPD, 在 30C 下 培养 。 
AS 


用 血球 填 数 板 測定 細胞 密度 (ALGO, RK HUNE RES AS 
10041 体积 含 105 至 10° 细胞 的 菌 液 涂 5-FOA 平板 。 此 平板 将 用 于 选择 插入 到 MAT 基 
因 座 复制 区 的 URAS 基因 。 通 过 同 源 重组 ，URA3 基因 的 “ 突 环 ”形成 过 程 产生 了 
S-FOAF。 剰 下 的 YPD 培养 物 于 4 和 下 保存 待 第 11 天 使 用 。 


A アイ 


从 每 个 转化 平板 上 挑 9 个 5-FOAR 菌落 点 接 到 YPD 平 板 上 ， 制 备 一 批 原平 板 ( 共 
45 +) 同时 也 接 厅 本 菌株 9-4 和 9-5 (从 第 1 天保 存 干 4C 下 的 平板 得 到 一 條 楽 本 菌株 , 
男 一 亲本 菌株 可 从 邻 组 得 到 )。 另 外 ， 从 第 8 天 的 5 个 中 间 培 养 物 中 各 取 1044, ABI 
原平 板 的 菌 团 上， 将 YPD 平板 置 30 亿 培养 。 


A ZUG 


将 10001 菌株 9-2 涂 于 SD 平板 上 (来 自 实验 九 [a] 的 第 11 X, LAR, 用 商 
株 9-3 BRIT SD FR, 重复 以 上 过 程 ， 用 绒 垫 将 原平 板 上 的 菌 团 影 印 到 上 述 两 个 
SD 平板 上 ， 每 个 平板 都 使 用 新 的 线 垫 以 免 平 板 间 的 污染 ， 同 时 将 原平 板 影印 到 一 个 产 
孢 平板 和 一 个 SC ~ ura 平板 上 。 


A HX 

考察 交配 能 力 和 在 SC- ura 平板 上 的 生长 情况 。 
BIER 

考察 抱 子 形成 能 力 。 


材料 
1x 


23€ YPD 平 板 
1 支 装 有 5m YPD 的 培养 管 
盛 有 100ml YPD 的 锥 形 烧 瓶 


2x 


“技术 与 方案 1， 酵 母 的 高 效 转化 ”方法 中 所 需 的 实验 材料 
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酶 解 的 质粒 pSC9 和 pSC11 DNA 
2 € SC- ura 平板 


A JC 

5 套 SC- ura 平板 
A クモ 

5 ZRA Sml YPD 的 培养 管 
BER 


ARK 
10 € 5-FOA 平板 


DX 


1 套 YPD 平 板 
1 Era ER 
1 € SC— ura 平板 


A LXX 


Jc Both 
2€ SD 平板 


此 实验 由 Dana Davis 设计 和 撰写 。 
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实验 十 ”用 插入 穿梭 诱 变 法 
分 离 端 粒 沉默 抑制 基因 


真 核 生物 基因 组 根据 其 结构 和 功能 的 不 同 而 组 成 不 同 的 区 段 。 在 整个 细胞 周期 始终 
— ——— 
FASE EBS BRS. REA KARR ARETE, ARE 
因 在 染色 体 上 的 位 置 不 同 其 表达 结果 也 大 不 相同 。 在 许多 真 核 生 物 中 已 经 观察 到 这 种 染 
色 体 位 置 效 应 现象 ( 见 综述 Lima-de-Faria 1983)。 当 基因 重 排 使 基因 组 的 常 染 色 质 区 段 
位 于 或 舍 近 异 染色 质 时 ， 发 生 了 移 位 的 常 染色 质 基因 的 表达 就 会 在 许多 细胞 中 发 生 改 
T: 基因 在 一 些 细胞 中 表达 而 在 另 一 些 细胞 中 则 不 表达 ， 因 此 ， 就 会 产生 一 种 锐 炭 或 花 
斑 表 型 (variegated phenotypic pattern). 

DAER, 在 醸 町 酵母 中 有 4 个 染色 体 区 域 可 以 产生 位 置 效应 : DNA 基因 座 、 
HML , HMR 和 端 粒 {Loo and Rine 1995, Bryk et al. 1997, Smith and Boeke 1997), 
TEL S [T XXE ASSET BEL EDS PE AE HORRORE BUB IEXERE RI, SRR 
REX rh — BPH da SE: e RS] RO, RE Pa a T Hh RHE DNA 19 P3 fip 
展 。 已 经 鉴定 出 与 端 粒 沉 默 有 关 的 许多 基因 产物 ， 包 括 组 蛋白 H3 H4, Rit, 有一 
点 是 清楚 的 ， 即 目前 所 收集 到 的 对 端 粒 染 色 质 结构 和 组 织 起 重要 作用 的 基因 只 是 全 部 所 
希 基 因 的 一 小 部 分 。 


第 选 端 粒 沉默 抑制 基因 


在 本 实验 中 ,将 进行 遗传 筛选 ， 通 过 在 一 种 醇 母 菌 中 分 离 捉 制 端 粒 沉 默 的 突变 体 来 
鉴定 与 端 粒 沉默 有 关 的 其 他 基因 ， 这 个 酵母 菌株 是 用 位 于 两 个 端 粒 基因 座 的 遗传 标记 构 
建 起 来 的 (Singer and Gottschling 1994), IRM EMA RIB ADE? RA FH 
RGA 右 臂 端 粒 处 ， 屎 喀 啶 生物 合成 所 需要 的 URA3 基因 则 位 于 靠近 染色 体 证 
(WM-L) 左 辟 端 粒 处 。 一 般 而 言 ，ADE2 基因 表达 的 菌落 为 白色 ， 而 ADE 基因 不 表达 
的 菌落 (ade2 ) 为 红色 (Roman 1956)。 由 于 绝 大 多 数 基因 的 端 粒 沉默 具有 半 稳 定 特 
性 ， 每 隔 岂 代 就 会 发 生 停 止 转录 和 激活 转录 状态 之 间 的 转换 ， 从 而 产生 不 同 表 型 的 群 
体 。 对 ADE? 奉 近 端 粒 的 菌株 而 言 ， 这 些 群 体 在 一 个 单独 的 蓝 落 中 呈现 出 红色 和 白色 
的 部 分 (Gottschling et al. 1990), fu-F VI-L 端 粒 处 的 URA3 基因 在 通常 情况 下 也 会 发 
生 转 录 状 态 的 改变 。 但 是 ， 在 这 种 菌株 中 如 果 删 除 其 反 式 激活 因子 PPRI (Aparicio and 
Gottschling 1994) ， 端 粒 处 的 URA3 基因 就 会 被 完全 抑制 ， 因 此 ， 这 种 细胞 就 不 能 在 使 
ZERE (Ura ) 的 环境 下 生长 。 

通过 诱发 该 菌株 发 生 突变 ， 然 后 鉴定 出 那些 从 不 抑制 端 粒 标记 的 细胞 ， 即 那些 在 评 
FREE (Ura') 环境 下 能 够 生长 且 使 白色 菌落 占 优势 (Ade* ) 的 细胞 ， 就 可 以 筛选 
出 端 粒 沉 黑 捉 制 基因 。 本 实验 采用 “插入 穿 检 诱 变 ” 的 方法 ， 这 是 一 种 十 分 有 效 的 在 本 
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酒 酵母 中 快速 鉴定 突变 基因 的 方法 (Seifert et al. 1986, Bums et al. 1996), EAT 
酵母 的 高 效 同 源 重 组 系统 及 相对 较 小 的 基因 组 〈 单 倍 体 DNA 长 度 为 1.2x 107bp) 的 优 
点 D 

播 人 穿梭 诱 变 是 建立 在 酵母 : :mTn3 文库 基础 上 (Seifert et al. 1986)。 用 一 个 大 肠 
杆菌 载体 构建 起 一 个 庞大 的 含有 10 重组 子 (相当 于 20 个 酵母 基因 组 ) 的 酵母 基因 组 
文库 ， 在 酵母 基因 组 片断 侧 辟 存在 Nor I 限制 性 酶 切 位 点 。 用 Tn3 入 生 转 座 子 诱 变 这 
个 文库 ，Tn3 生生 转 座 子 含有 一 个 位 于 Tn3 ME 38bp 反 向 重复 的 酵母 选择 标记 。 从 这 
个 诱 变 文库 中 制备 DNA， 并 用 Nor I El, MREP mTn3 诱 变 酵母 DNA。 这 
些 线性 DNA 片断 再 被 转化 进 人 一 个 带 有 酵母 筛选 标记 的 合适 苗 株 中 以 鉴定 出 整合 重组 
子 。 

在 本 研究 中 ，Tn3 衍生 转 座 子 含有 酵母 的 LEU2 基因 作为 可 选择 标记 以 及 与 Tn3 
38bp 反 向 重复 序列 紧密 相连 的 无 起 始 密码 的 细菌 lacZ 基因 。 有 1/6 的 基因 由 于 Tn3 的 
插 人 可 与 lacZ 形成 翻译 融合 体 。 这 些 融合 体能 够 成 为 补充 分 析 酵 母 目标 基因 的 有 用 工 
A, BER PHM RAMA ATIF. 

AMMEERER ARITA, BAA TMA mTn3 转 座 子 ， 其 中 一 种 是 利用 一 个 
从 酵母 转移 到 大 肠 杆 菌 的 质粒 来 营救 转 座 子 和 侧翼 的 酵母 DNA (Bums et al. 1996)。 
在 本 实验 中 ， 将 使 用 反 向 PCR 来 扩 增 mTn3 側翼 的 酵母 序列 (Ochman et al. 1990), 


菌株 


10-1 UCC3505 MATa ura3-52 tys2-801 ade2-101 leu2-A1 his3-A200 Apprl.. LYS2 
adh4.." URA3-TEL- VIIL ADE2-TEL-VR 

程序 

安全 须知 : 液 氮 温度 是 ~ 1850 ， 请 小 心 谨慎 使 用 ， 戴 耐 热 手套 和 面罩 以 防 灼 烧 。 


BI 

用 菌株 10-1 在 YPD 平 板 上 划 线 以 获得 单 落落 ， 置 30 人 下 培养 2 X. 
AGE 

挑 一 个 生长 旺盛 的 菌株 10-1 菌 落 接 衝 Sm YPD 培养 液 ， 置 30 下 培养 过 夜 。 
BAX 


使 用 血球 计数 板 〈 见 附录 G) 检测 Sm] 菌株 10-1 培养 物 的 细胞 密度 ， 在 一 个 装 有 
S0ml YPD 的 惟 形 烧瓶 中 稀释 细胞 至 50x 105 细胞 /ml， 置 30 世 培养 生长 达 两 次 分 裂 { 约 
4 小 时 )。 并 技 “ 技 术 和 方案 1， 酵 母 的 高 效 转 化 ”方法 ， 收 获 网 胞 ， 用 Ope 的 Nor 18S 
解 的 mTn3-iacZ-LEU2 基因 组 文库 DNA 进行 转化 (和 母液 是 0.2g /nl)， 每 次 转化 用 
1pgDNA, 转化 9 次 ， 做 一 个 不 加 DNA 的 转化 作为 阴性 对 照 。 将 每 次 转化 处 理 的 细胞 

* 68 * 


均 分 为 三 等 份 ， 涂 3 个 HC- leu FR, E 30CIEE2Z 天 。 
BOR 


测定 Leu' 转化 子 数 ， 将 每 个 HC - leu 平板 影印 到 HC- leu- ura 平板 上 , E 30t 
培养 3 天 。 


BIR 


$k 20 个 独立 的 Urat EVE BERE ( 至 少 不 非常 氏 ) 在 HC — ura 平板 上 划 线 培养 ， 每 
平板 划 4 个 菌落 ， 至 多 使 用 5 个 平板 ， 置 30 亿 下 培养 2 天 。 


8X 


测定 通过 重 试 属 Ura+ 和 白色 (不 是 粉红 色 ) 的 转化 子 总 数 ， 挑 出 每 个 转化 子 ， 接 
种 到 两 个 YPD 平 板 上 ， 置 30 世 下 培养 1 天 。 另 外， 计算 产生 Urt 白色 菌落 的 Leu! 转 
化 子 的 下 分 数 ， 即 突变 发 生 的 频率 。 


BLE 


i) R-E YPD 平板 ， 把 它 影印 到 一 个 洁净 的 在 培养 基 表 面 铺 有 无 菌 3MW 滤纸 的 YPD 
平板 上 ， 置 30C 下 培养 过 夜 。 

2) 检查 其 他 平板 (原平 板 ), 挑 6 个 单 菌落 分 别 接种 到 5ml YPAD 培养 液 。 选 择 在 HC- 
ura 培养 基于 长 得 好 的 不 呈 粉 红 或 红色 的 菌落 ,这些 培养 物 将 用 于 分 离 基因 组 DNA。 


AS a 


1) 用 镖 子 小 心 从 YPD 平板 上 取出 3MW 滤纸 ， 在 液 氮 中 浸泡 1 分 钟 GER, METH 
手套 和 和 护 目 镜 以 防 灼 伤 )， 取 出 滤纸 ， 让 其 完全 融化 ， 然 后 ， 再 用 液 氮 淄 泡 一 次 ， 待 
滤纸 第 二 次 解 六 后， 将 细胞 朝 上 轻 轻 地 铺 到 X-gal 平板 上 ， 置 30 亿 下 保温 ， 每 小 时 
检查 一 次 平板 (包括 当天 课外 )， 注 意 观 察 细 胞 的 蓝 色 显 色 反 应 。 

2) 按 “ 技 术 和 方案 3D， 醇 母 基 因 组 DNA， 玻 珠 制 备 法 ”， 从 6 个 细胞 培养 物 中 分 离 基 
因 组 DNA， 把 最 后 DNA 沉淀 悬浮 于 10041 TE 缓冲 液 中 。 


ux 


RSA DNA ( 来 自 第 13 X) 15gl, 用 $ 一 10 単位 的 Real 在 10001 S Ri PEU ME 
f£ (MA lpg 的 RNaseA 和 适量 缓冲 液 进行 酶 解 )， 置 37 じ 下 保温 数 小 時 。 

样品 在 6$C 下 保温 20 分 钟 使 酶 灭 活 。 

取出 1041 S DNA, 用 T4 DNA 连接 醇 缓冲 液 (ATP) 稀释 到 终 体 积 10051 
(1X T4 DNA 连 接 酶 缓冲 液 )， 加 约 100 単位 的 T4 DNA ERN, 室温 赴 夜 。 


A DX 


用 PCR が 増 爺 近 Tn3 转 座 子 的 DNA， 向 5pl 的 连接 DNA PHA: 
áu|  25mmol/L MgCl; 
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Sul 10x Tag DNA 聚合 酶 缓冲 液 
lel  25pgmol/L 3192 1 

lal  25ymol/L 引物 2 

lel = 1O0mmol/L dNTPs 

33ul 蒸馏水 

lu Tag DNA RAM (2.5 単位 ) 

使 用 热 预 处 理 方 法 是 分 离 基 因 组 DNA 的 成 功 关键 (在 加 人 Tag DNA RE BRR 
之 前 ， 一 定 将 样品 加 热 到 94 保温 几 分 钟 )。 扩 增 条 件 为 : 940 1 分钟，65C 1 分 钟 ， 
720 2.5 498, 35 个 循环 。 以 や 保温 7 分 钟 结束 最 后 一 个 循环 。 

除去 扩 增 DNA 中 的 蛋白 原 , MARA dNTPs (用 课堂 上 提供 的 Wizard PCR 
Preps kit) 使 DNA 得 以 纯化 ， 递 交 DNA 供 测序 。 


BLOX 


用 连接 Internet 网 的 计算 机 ， 输 人 你 的 DNA 序列 ， 与 酵母 基因 组 数据 库 比 较 ， 找 
出 你 的 DNA 插入 位 置 。 


材料 
A IX 
1 & YPD 平 板 
AG 
1 支 含有 5ml YPD 的 培养 管 
BAX 


含有 50ml YPD HH IER 
“技术 和 方案 1， 酵 母 的 高 效 转 化 ”方法 中 所 需 的 材料 
0. 5mg 载体 DNA 
9pg Not 1 酶 解 的 mTn3-lacZ-LEU2 
基因 组 文库 DNA 
30 Æ HC- leu FR 
BOR 
30 Æ HC- leu — ura 平板 
30 FERRE 
BOR 


S € HC- ura 平板 
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ーーー 基因 组 方向 


1 GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC ACGTTAAGGG GGATCCCGTC 
TGCTTTTGAG TOCAATTCCC CCTAGGGCAG 


CCCCAGACTG 


CGAG 


71 GGAAAACCCT GGCGTTACCC AACTTAATCG 


— CCOCAATGGG TTGAATTAGC 


E FI PCRSIAMSHInPCRIU 


141 GAAGAGGCCOC 
CTTCTCCGGG 


211 TTCCGGCACC 
AAGGCCGTGG 


281 CCCCTCAAAC 
GGGGAGTTTG 


351 AATCCGCCGT 
TTAGGCGGCA 


421 GGCTACAGGA 
CCGATGTCCT 


431 GCGCTGGGTC 
CGCGACCCAG 


561 GGAGAAAACC 
CCTCTTTTGS 


631 GGCGGATGAG 
CCGCCTACTC 


GCACCGATCG 
CGTGGCTAGC 


AGAAGCGGTG 
TCTTCGCCAC 


TGGCAGATGC 
ACCGTCTACG 


TTGTTCCCAC 
AACAAGGGCTG 


AGGCCAGACG 
TCCGGTCTGC 


GGTTACGGCC 
CCAATGCCGG 


GCCTCGCGGT 
CGGAGCGCCA 


CGGCATTTTC 
GCCGTAAAAG 


EIS PCR3IMEX InPCR2) 


701 TGTTQCCACT CGCTTTAATG ATGATTTCAG 
ACAACGGTGA GCGAAATTAC TACTAAAGTC 


BUK 


CCCTTCCCAA 
GGGAAGGGTT 


CCGGAAAGCT 
GGCCTTTCGA 


ACGGTTACGA 
TGCCAATGCT 


GGAGAATCCG 
CCTCTTAGGC 


CGAATTATTT 
GCTTAATAAA 


AGGACAGTCG 
TCCTGTCAGC 


GATGGTGCTG 
CTACCACGAC 


CGTGACGTCT 
GCACTGCAGA 


mTM 3I (mTRn3-SEQ) 


CCTTGCAGCA 
GGAACGTCGT 


CAGTTGCGUA 
GTCAACGCGT 


GGCTGGAGTG 
CCGACCTCAC 


TGCGCCCATC 
ACGCGGGTAG 


ACGGGTTGTT 
TGCCCAACAA 


TTGATGGCGT 
AACTACCGCA 


TTTGCCGTCT 
AAACGGCAGA 


CGTTGGAGTG 
GCAACCTCAC 


CGTTGCTGCA 
GCAACGACGT 


CATCCCCCTT 
GTAGGGGGAA 


GCCTGAATGG 
CGGACTTACC 


CGATCTTCCT 
GCTAGAAGGA 


TACACCAACG 
ATGTGGTTGC 


ACTCGCTCAC 
TGAGCGAGTG 


TAACTCGGCG 
ATTGAGCCGC 


GAATTTGACC 
CTTAAACTGG 


ACGGCAGTTA 
TGCCGTCAAT 


TAAACCGACT 
ATTTGGCTGA 


Real (738) 


CCG 
GGCGCGM 


CTGGAGGCTG 
GACCTCCGAC 


GTTTTACAAC 
CAAAATGTTG 


TCGCCAGCTG 
AGCGGTCGAC 


CGAATGGCGC 
GCTTACCGCG 


GAGGCCGATA 
CTCCGGCTAT 


TAACCTATCC 
ATTGGATAGG 


ATTTAATGTT 
TAAATTACAA 


TTTCATCTGT 
AAAGTAGACA 


TGAGCGCATT 
ACTCGCGTAA 


TCTGGAAGAT 
AGACCTTCTA 


ACACAAATCA 
TGTGTTTAGT 


AAGTTCAGAT 
TTCAAGTCTA 


图 10.1 mTn3-dacZ-LEU2 的 B- 半 乳糖 车 酶 末端 的 序列 


2 套 YPD 平 板 


S 12 FC 


1 € YPD 平板 
1 张 无 菌 3MW 滤纸 〈 直 径 8.2cm) 
6 支 含有 5m YPAD 的 培养 管 


IX 
磁気 


1€ X-Gal 平板 


GTCGTGACTG 
CAGCACTGAC 


GCGTAATAGC 
CGCATTATCG 


TTTGCCTGGT 
AAACGGACCA 


CTGTCGTCGT 
GACAGCAGCA 


CATTACGGTC 
GTAATGCCAG 


GATGAAAGCT 
CTACTTTCGA 


GGTGCAACGG 
CCACGTTGCC 


TTTACOCGCC 
AAMTGCOGCGG 


CAGGATATGT 
GTCCTATACA 


GCGAT TTCCA 
CGCTAAAGGT 


GTGCGGCGAG 
CACGCCGCTC 
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“技术 和 方案 3D， 酵 母 基因 组 DNA: BERRI” PHT 
A HX 


RsaI 

60pl 10x 限制 性 内 切 酶 缓冲 液 

Sul RNaseA (5mg/ml) 

60g] 10x T4 DNA i£ B8 nhi + ATP 
T4 DNA J£ Ei 


A DUC 


Sel  25mmol/L MgCh 

50ul 10x Tag DNA RAMA MH 

10ul 25ymol/L 引物 1 

10pl 25gmol/L 引物 2 

10 10mmol/L dNTPs 

AEK 

Tag DNA RAB 

Wizard™ PCR Preps DNA Purification System (Promega Corp. A7170) 

带 有 mTn3 测序 引物 的 ABI Dye Terminator Sequencing Kit ( Applied Biosystem 


Inc. ) 
A 6€ 
连 网 计算 机 
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实验 十 一 “ 双 杂 合 蛋 白 互 作 分 析 法 


大 多 数 生 物 学 过 程 是 以 蛋白 质 间 互 作 的 方式 进行 的 ， 并 且 已 经 设计 出 许多 生化 分 析 
方法 来 查 明 这 些 互 作 。 双 杂 合 系统 是 一 种 以 酵母 为 基础 的 遗传 检测 技术 ， 它 提供 了 一 种 
查 明 两 种 蛋白 质 间 潜 在 互 作 简 单 而 灵敏 的 方法 。 它 是 建立 在 某 些 真 核 生 物 转录 激活 因子 
是 调节 子 的 基础 上 。 例 如 ，Gal4p， 一 种 GAL 途经 的 正 调控 子 ， 是 由 一 个 位 点 特异 性 
DNA 结合 区 域 和 一 个 酸性 转录 激活 区 域 组 成 (Keegan et al，1986)。 这 个 DNA 结合 
域 与 一 个 位 于 GAL 基因 启动 子 上 游 激活 序列 (UAS) 相 结 人 台 ， 使 转录 激活 区 域 与 其 他 
起 始 转 录 的 元 件 发 生 互 作 ， 这 两 个 区 域 可 以 分 开 并 且 能 够 以 独立 的 单位 发 生 作 用 。 
Fields 和 Song (1989) 利用 Gal4p 的 这 种 特征 创造 了 一 个 系统 ,在 该 系统 中 产生 了 两 种 
RASA: -MEAS Gal4p DNA 结合 区 域 结 合 ， 另 一 种 则 与 Gal4p 转录 激活 区 域 结 
合 。 结 合 和 激活 区 域 本 身 不 能 发 生 互 作 ， 并 且 当 它们 在 一 个 酵母 细胞 中 表达 时 ， 也 不 能 
在 GAL 启动 子 处 激活 转录 。 人 但是， 如果 与 结合 和 淮 活 区 域 相 融合 的 序列 能 够 发 生 互 作 
is, IAA AE ROE DNA 上 相互 靠近 ， 从 而 形成 有 功能 的 转录 激活 因子 。 

最 简单 的 情况 是 ， 双 杂 合 蛋白 互 作 系 统 被 用 来 检测 两 种 已 知 蛋 白 间 的 互 作 ， 这 通常 
称 为 直接 双 杂 合 (directed rwo-hybrid)。 一 种 改进 的 直接 双 杂 合法 被 用 来 鉴定 目标 蛋白 
质 突变 形式 的 互 作 能 力 ， 此 外 还 可 以 鉴定 出 互 作 所 项 要 的 区 域 。 汉 杂 合 系统 的 另 一 种 用 
途 是 从 一 个 随机 基因 组 或 cDNA 文库 中 鉴定 互 作 的 和 蛋白质。 在 这 种 情况 下 ， 目 标 慢 白质 
基因 与 DNA 结合 区 域 相 融 合 ， 随 机 基因 组 或 cDNA 片断 与 激活 区 域 相 融 合 。 在 本 实验 
中 ， 一 种 由 Elledge 在 原来 酵母 双 杂 合 系统 基础 上 上 发展 起 来 的 方法 被 用 于 检测 两 种 蛋白 
质 Cin2p 和 Cindp 之 间 的 互 作 (Harper et al. 1993), CIN2 和 CINA 在 酵母 中 与 微 管 蛋 
白 的 功能 有 关 〈JHoyt et al. 1990, Stearns et al，1990)， 并 已 证 明 在 双 杂 合 系 统 中 存在 
互 作 (Feierbach and Stearns， 示 发表 资料 }。 

使 用 具有 可 以 对 许多 报告 基因 起 作用 的 GAL. BOF MERE OTA Oe ROE 
因子 的 活性 。 在 本 实验 中 用 的 构件 含有 两 个 报告 基因 ， 它 们 是 HISS——— 1 5:8 UM. 
生物 全 成 有 关 的 酵母 基因 和 lac2Z 一 一 一 个 合成 和 半 和 乳糖 甘 酶 的 细菌 基因 。JHIS3 基因 可 
在 缺乏 组 氨 酸 的 培养 基 上 筛选 出 His” AAA, lacZ 基因 可 以 通过 观察 含有 产生 色素 的 筷 
gal 底 物 的 培养 基 直 接 看 出 表达 及 半 乳 糖 庄 酶 的 细 孢 。 根 据 与 DNA 结合 区 域 杂 合 的 上 游 
结合 位 点 的 数目 和 亲 和 性 的 不 同 以 及 这 些 位 点 与 转录 起 始点 的 位 置 不 同 ， 起 始 这 些 报告 
基因 的 启动 子 会 有 所 不 同 。 这 些 差异 会 影响 报告 基因 检测 蛋白 质 互 作 的 强度 ，iacZ 报 
告 基因 的 活性 对 功能 检测 显得 较为 精确 。 

要 使 双 杂 合法 获得 成 功 就 必须 满足 一 些 条 件 。 首 先 ， 两 种 杂 合 蛋白 质 必 须 能 够 表 
达 ， 在 一 些 双 杂 合 载 体 梅 件 中 应 含有 附加 表 位 《epitope tag)， 以 便 可 以 通过 Western 印 
迹 分 析 来 验证 蛋白 质 基 因 的 表达 。 其 次 ， 任 何 一 种 杂 合 蛋白 都 不 可 以 单独 激活 转录 ， 当 
从 一 个 文库 中 监 定 互 作 因子 时 ， 有 几 种 可 能 性 会 导致 假 阳性 ， 但 并 不 是 对 所 有 情况 在 机 
理 上 都 了 解 得 很 清楚 。 为 了 有 助 于 鉴定 出 假 阳性 ， 就 要 对 来 自 文库 的 质粒 进行 其 他 的 检 
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HB. 通过 与 一 些 标准 测试 蛋白 比较 (通常 使用 p53 和 核 纤 层 蛋白 )， 首 先 检 测报 告 基因 
的 自我 激活 ， 然 后 检测 目标 蛋白 互 作 的 专 一 性 。 同 所 有 遗传 学 方法 一 样 ， 通 过 双 杂 售 系 
统 被 测 到 的 互 作 还 要 用 生物 学 或 生物 化 学 实验 加 以 确证 。 


菌株 
11-1 Y190 
11-2 Y187 


11-3 TSY801 
11-4 TSY802 
11-5 TSY803 
11-6 TSY804 
11-7 TSY805 
11-8 TSY806 


MATa gal4 gal80 his3-A200trp1-901 ade2-101 lew2-3,112 Iys2: 
GAL-HIS3: LYS2 ura3-52; GAL-lacZ : URA3 Cyt’ 

MATa gal4 gai80 his3-A200 trpl-901 ade2-I01 ura3-52 leu2-3 , 
112ura3-52 : GAL-lacZ : URA3 

Y190{ pTS434 ] 

Y187 [pTS721] 

Y190 [pASI] 

Y187 [pACTII] 

Y190 [pTS428] 

Y190 [pTS430} 


pAS1 GALA DNA -结合 区 域 载体 “TRP1 作为 选择 标记 ) 
pACT11 GALA 激活 区 域 载体 (LEU2 作为 选择 标记 ) 
pTS434 含有 CIN4 的 pAS1 (DNA -结合 区 域 融 合 ) 
pIS721 — &f CINA B pACTII. (GALA 激活 区 域 融合 ) 
pTS428 pAS1-p53 

pTS430 SRA RAH pASI 


程序 


安全 须知 : 液 氨 的 温度 是 - 185C ， 应 递 慎 使用， 需 载 耐 热 手套 和 面 单 以 防 灼伤 。 


BL 


根据 每 个 菌株 质粒 的 选择 标记 ， 所 有 菌株 接 到 SC- leu 和 SC- up 平板 上 , 'R 30€ 


培养 。 
JC 


为 了 在 同一 细胞 中 表达 不 同 DNA 结合 区 域 融合 蛋白 和 激活 区 域 融合 蛋白 ,将 携带 
不 同 质粒 的 菌株 成 双 交 配 ， 通 过 报告 基因 活性 检测 产生 的 二 倍 体 数 。 
遗传 亲 合 ” 按 下 表 组 合 进行 两 菌株 的 杂 合 ， 用 无 菌 牙签 将 两 个 菌株 混合 点 接 在 


T e 





YPD3E4R E, E 30 亿 培养 过 夜 。 








菌株 1 菌株 2 选择 培养 基 
11-3 114 SD+ ade 
11-3 116 SD+ ade 
11-4 11.5 SD * ade 
114 11-7 SD + ade 


11-4 11-8 SD + ade 


BAF 
将 每 个 杂 合 培养 物 划 线 到 SD + ade FREAK, BOTH, 
BOF 


D 将 每 个 二 倍 体 划 线 到 SD+ ade+ 25mmol/L 3 -氨基 三 吨 (3-AT) 平板 上 , F30CH 
FUR, 测试 HIS3 基因 的 活性 。 注 意 3 -氨基 三 唑 是 His3p 酶 的 竞争 性 抑制 剂 ， 使 
His* 选择 更 具 说 服 力 。 

2) 将 每 个 二 倍 体 接 到 SD+ ade 平板 ， 置 30 人 培养 过 夜 ， 用 于 X-gal HREM. 

A DX 


1) 检查 含有 3-AT 平板 的 生长 情况 ， 生 长 率 可 以 证 明 HIS3 基因 的 激活 。 依 据 二 倍 体 试 
验 ， 这 个 激活 能 证 明 是 蛋白 质 间 的 相互 作用 或 是 自身 激活 。 
2) X-gal BREED: | 
中 用 铅笔 或 园 珠 笔 给 45-pm 圆 形 硝酸 纤维 膜 做 标记 。 
@ 把 膜 盖 放 在 醇 母 菌 苔 上， 让 其 充分 湿 渔 ， 避 免 在 膜 和 平板 局 产生 气泡 。 
名 把 膜 小 心 从 平板 中 取出 以 竟 擦 抹 蔚 蔡 ， 把 膜 放 在 液 氮 中 使 之 渗透 细胞 (5-10 秘 
钟 )。 
二 小 心地 从 液 氮 中 取出 膜 ， 结 冻 的 膜 是 非常 易 碎 的 ， 把 有 细胞 的 一 面向 上 放置 在 含 
有 mg/ml X-gal 的 3ml Z SPREE AER, 
QE 30C IGEULAPR (或 多 达 几 小 时 ) SEE BUSES] RES -FAREEDA 


A SX 
再 次 检查 AT 平板 的 生长 情况 


材料 
A LC 


1 € SC- leu 平板 
1 SC- rp 平板 
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AX 

2€ YPD 平 板 
BIA 

3 套 SD+ ade 平板 
6x 


3 Æ SD+ ade - 25mmol/L 3-AT 平板 
1€ SD+ ade 平板 


AX 


1 张 硝酸 纤维 素 滤 腊 (45pm; Schleicher & Schuell BA8S) 
3ml 含有 1mg/ml X-gal 的 Z wif 
TER. 
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技术 和 方案 1 ”酵母 的 高 效 转化 


(摘自 Gieu 和 Schiesi [1995] Methods in Molecular and Cellular Biology 5 15]: 255—269) 


1) 接种 Sml 液体 YPAD gk 10ml SC，30 和 下 振 划 培养 过 夜 。 

2) 计数 过 夜 培养 物 细胞 密度 ， 以 最 终 x 10° 个 /ml 的 细胞 密度 接种 50m YPAD 培养 
液 。 

3) E 30C , 200r/min 振荡 培养 至 2x 107 个 细胞 /ml， 通 常 需 要 3 一 5 小时， 该 培养 物 
的 细胞 足够 供 10 次 转化 用 。 
ER: 中 重复 的 是 让 细胞 至 少 完成 两 次 分 裂 ; 加 在 细胞 的 3--4 次 分 裂 期 间 ， 转 化 效率 恒定 。 

4) 用 50ml 无 菌 离心 管 以 3000g (2500r/min) 离心 5 分 钟 ， 收 获 细 胞 。 

5) 弃 培 养 液 ， 把 细胞 悬浮 在 25ml 无 菌 水 中 ， 再 同上 离心 。 

6) 弃 水 ， 把 细胞 悬浮 在 Im 的 100mmol/L BME (LiAc) 中 ， 转 悬浮 物 到 一 个 无 菌 
1.5ml 离心 管 。 

7) 高 速 离心 5 秒 钟 沉淀 细胞 ， 用 微量 移 滚 器 吸 出 醋酸 锂 。 

8) PAAR 500pl 体积 (2 x 109 个 细胞 /nl) 其 中 大 釣 含 40051 的 100mmol/L 
MEH, 
注意 ;如 果 培 养 物 的 细胞 数量 大 于 2x 107 个 细胞 /ml， 将 增加 醋酸 锂 的 体积 以 维持 2x 10° 个 细 

胞 /m 的 悬浮 细胞 量 。 如 果 培 养 物 的 细胞 量 帮 于 2 x 10? 个 细胞 /ml， 则 应 减少 醋酸 循 量 。 

9) 将 lml 单 链 担 体 DNA 样品 十 沸 5 分 钟 ， 快 速 在 冰 水 中 冷却 。 

注意 : 没 必要 每 次 都 者 担 体 DNA， 保 持 小 等 份 在 你 的 冰 盒 里 ， 冻 熔 3 一 4 次 后 ， 需 再 者 沸 ， 取 出 
后 应 保持 在 水 上 。 

10) ARBAB, Hsu 样品 加 到 标记 的 离心 管 中 ， 高 心 沉淀 细胞 ， 用 微量 取样 
器 除去 醋酸 锂 。 

11) 基本 “转化 混合 液 ” 由 下 列 成 分 组 成 ， 小 心 按 下 列 顺 序 加 人 ; 


240g] PEG (5096 wy) 
36,4 1 .0mol/L MRE 
2511 单 链 载体 DNA (2. 0mg/ml) 
50pl 水 和 质粒 DNA (0.1 — 10pg) 


注意 : 按 顺 序 加 人 是 很 重要 的 。 应 考虑 最 先 加 人 PEG TEP Sem Ge s tds BEAR REED HE. 
12) 剧烈 振荡 每 个 反应 管 直 到 细胞 完全 混 匀 ， 通 常 需 要 1 分 钟 左右 。 
13) 置 30 や 保温 30 分 钟 。 
14) E ROKE PRA 20 一 25 分 钟 。 

注意 : 最 适 热 激 时 间 随 不 同 酵母 而 异 。 如 果 你 需要 著 得 高 转化 频率 ， 需 素 先 测试 最 佳 时 间 。 
15) 以 6000 —8000r/min 离心 15 秒 ， 用 微量 移 液 器 除去 转化 混合 液 。 
16) 吸 0.2 一 1.0ml 无 菌 水 加 到 每 个 反应 管 中 ， 用 移 液 器 上 下 轻 轻 抽 提 以 悬浮 沉淀 。 

注意 : 如 果 想 获得 高 转化 频率 ， 这 一 步 需 尽 可 能 温和 地 操作 。 
17) 用 等 份 的 200』i 转化 混合 液 涂 选择 平板 。 

ABC 


材料 和 溶液 


RC. (PEG, 50% w^) (分 子 量 3330, Sigma P 3640) 
加 水 至 统 浓度 50% (w/v), 用 0.45um BAR (Nalgene) 进行 过 滤 除 菌 。 也 可 
将 PEG 溶液 进行 高 压 灭 菌 ， 但 一 定 要 小 心 确 保 PEG 溶液 处 于 适当 的 浓度 。 此 外 ， 
重要 的 是 将 PEG 洲 液 保存 于 密封 容器 中 ， 以 防水 份 蒸发 导致 溶液 浓度 升 高 ， 在 转 
化 反应 中 ， 只 要 稍微 改变 最 适 浓 诬 〈33% ) ， 就 会 减少 转化 子 数 。 
单 链 载体 DNA (2mg/mD) 
高 分 子 量 DNA (来 自 沙 门 氏 试验 中 区 型 脱氧 核酸 钠 盐 ，Sigma D 1626) 
TE MK (pH8.0) 
10mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 
1.0mmol/L 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 


1) 称 200mg DNA 溶 于 100ml TE 缓冲 液 中 。 用 10mb 移 液 管 反复 上 下 抽动 使 DNA 分 散 
均 句 ， 然 后 置 于 位 力 搅 拌 器 中 剧烈 搅拌 2 一 3 小 时 直到 完全 溶解 ， 或 将 溶液 密封 ， 置 
ORE APE, 

2) 分 装 DNA 样品 (48 10041 较 适 宜 )， 置 - 20 尼 条 件 下 保存 。 

3) 使 用 前 ， 每 份 DNA 样品 放 沸 水 次 中 至 少 5 分 钟 ， 之 后 质 于 冰 浴 中 快速 冷却 。 

提示 

1) 载体 DNA 煮沸 后 ， 冷 冻 ， 重 复 使 用 3 到 4 次 。 如 果 用 者 过 的 载体 DNA， 转 化 效率 
开始 下 降 时 ， 那 么 就 要 重新 者 ， 或 用 另 一 份 新 DNA 样品 。 

2) 在 该 方法 中 用 较 低 浓度 (mgm) 的 载体 DNA 较为 适宜 ， 重 复 性 也 较 好 。 

3) 在 早期 的 方法 中 ， 用 苯酚 / 氟 仿 抽 提 可 确保 最 大 的 转化 效率 。 如 果 所 用 DNA 的 质量 
好 ， 就 没 必要 抽 提 ， 可 事先 测试 一 下 DNA 载体 的 质量 以 便 决 定 是 否 需要 进行 抽 提 。 

1.0mol/L 醋酸 锂 (LiAc) 母液 

HASTA KEH 1.0mol/L SHR, TER, WARES, R 
# pH [BL TE 8.4 —8.9 Zi] 


此 方法 的 最 新 版 本 可 通过 下 列 网 址 查 得 : 


http: //www. umanitoba. ca/faculties/medicine/human-genetics/gietz/method. html 


参考 文献 


R. D. Giew and R. H. Schiestl 1995. Transforming yeast with DNA. Methods Mol, Cell. Biol. 5 (5); 255—269. 
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技术 和 方案 2 ”酵母 菌落 直接 质粒 转化 法 


{根据 Elble [1992] BioTechniques 13 [1]: 18—20 zi 


D 用 牙签 从 平板 中 挑 取 单 菌落 (H1 2—3mm), 装 移 到 1.5ml 的 元 菌 高 心 管 中 。 

2) 将 10pl 载体 DNA (100pg) 与 10 转化 质粒 DNA RA, RBH. (AHL DNA 
是 用 未 经 RNA 酶 处 理 的 “mini-prep DNA” 方 法 制 得 ， 则 不 需 加 载体 DNA). 

3) 加 0.5ml PLATE FR, Hee. 

4) WTXUESSL, EB 4X. 

5) R 42 じ 下 熱 激 15 分 钟 。 

6) 以 8000 — 10000r/min 高 心 10 秒 沉 淀 细胞 ， 小 心 弃 去 上 清 液 ， 将 细胞 轻 轻 悬浮 到 
200 岂 无 菌 菠 饮水 中 ， 使 细胞 悬浮 均匀 ， 再 直接 将 混合 液 涂 选择 平板 。 


材料 和 溶液 


PLATE 溶液 
4090352, (PEG, 分 子 量 3350; Sigma P 3640) 
0.1mol/L 醋酸 锂 (LiAc) 
10mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 
Immol/L EDTA 
£i DNA (I0pg/ul) 


提示 
新 培养 细胞 的 转化 效率 很 高 ,在 平板 上 培养 几 个 月 的 老 细胞 也 可 转化 ,但 效率 较 低 。 
参考 文献 


Elble, R. 1992. A simple and efficient procedure for transformation of yeasts. BioTechniques 13 (1); 18-20. 
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技术 和 方案 3 酵母 DNA 分 离 


A. EH DNA 微量 制备 (40ml) 


1) 在 125ml ZARF AA 40ml YPD 培养 液 在 30€ 条件 下 培养 细胞 达 最 大 生长 量 {过 
夜 ) 

2) 将 上 述 培养 物 移 人 螺 盖 离心 管 ， 用 医用 高 心机 或 Sorvall SS-34 转 头 以 5000r/min 高 
心 5 分 钟 ， 弃 去 上 清 液 。 

3) 将 细胞 悬浮 在 3ml 的 0.9mol/L 山梨 醇 - 0. 1mol/L Na;EDTA (pH7.5) 溶液 中 。 

4) 加 0.1ml 89 2.5mg/ml HA 100T ， 置 37 や 条件 保温 1 小 时 。 

5) 用 医用 离心 机 或 Sorvall SS-34 转 头 以 5000r/min 高 心 5 分钟， 弃 去 上 清 液 。 

6) 将 细胞 重新 悬浮 在 Sml 的 S0mmolvL Tris-HCl (pH7.4)-20mmol/L 醋酸 钠 溶液 中 。 

7) 加 0.5ml 的 10% 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)， 混 名。 

8) W 65C fill 30 分 钟 。 

9) 加 1.5ml 的 Smol/L 醋酸 钾 溶 液 ， 在 冰 浴 中 放置 1 小 时 。 

10) 用 Sorvall SS-34 转 头 以 10000 r/min 离心 10 分钟。 

li) 将 上 请 液 转移 至 干净 的 塑料 离心 管 中 ,， 室温 下 加 和 两 倍 体 积 的 95% CB, RY, 
以 5000 —6000r/min 离心 15 分 钟 。 

12) 弃 上 清 液 ， 将 沉淀 物 干燥 ， 然 后 悬 泽 在 3ml TE 缓冲 液 (pH7.4) 中 ， 此 操作 可 能 
需要 几 个 小 时 。 

13) 用 Sorvall SS-34 转 头 以 10000r/min 离心 15 分 钟 ， 将 上 清 液 转 称 到 一 个 新 试管 ， 弃 
沉淀 物 。 

14) 加 入 15051 的 Img/ml RNaseA 溶液 ， 在 37C PF AME 30 分 钟 。 

15) 加 入 一 倍 体积 的 100% 蜡 丙 醇 ， 轻 轻 混 名 ， 取 出 呈 松 散 纤 维 状 的 沉淀 物 ， 无 需 离 
心 ， 让 其 自然 干燥 。 

16) 将 沉淀 物 悬 浮 在 0.5ml TE mE (pH7.4) 中 , 畳 4 や 保存 。 BEBE DNA 的 最 终 浓 
度 约 为 200ug/ml。 如 果 最 后 的 湾 液 混浊 不 清 ， 用 异 丙 醇 再 次 沉淀 DNA 或 用 Sorvall 
SS_34 转 头 以 10000r/min 离心 15 分 钟 . 


材料 和 溶液 


装 有 40ml YPD 的 125ml ZAH 
带 螺 盖 的 离心 管 
0.9mol/L 山梨 醇 — 0. Imol/L. NazEDTA (pH7.5) (3ml) 
消解 酶 。 100T FAIR (0,1ml) (120493-1, Seikagaku America Inc. ) 
2.5mg/ml 的 0.9mol/L 山梨 本 - 0.1mol/L Na;EDTA (pH7.5) 
50mmol/L Tris-HCl (pH7.4) - 20mmol/L Na;EDTA (5ml) 
* B4 . 





10% 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 
Smol/L MRA (1.5ml) 
95% 乙 醇 
TE BAR (pH 7.4): 
10mmol/L Tris-HCl (pH7.4) 
1mmol/L Na;EDTA 
RNaseA 溶液 (1509 : 
以 1mg/ml 的 浓 讼 溶解 于 50mmolL BER SPR (pH5.5), 煮沸 10 2#, -20C 
下 贮存 。 
无 水 异 丙 醇 


B. E & DNA REHE (Sml) 


1) 接 酵 母 于 5ml YPD 中, E 30C 培养 过 夜 。 
2) 用 医用 离心 机 以 2000r/min 离心 5 分 钟 沉 淀 细胞 ， 弃 上 清 液 。 
3) 将 细胞 悬浮 在 0.5ml 的 mol/L 山梨 醇 - 0.1mol/L Na;EDTA (pH7.$) 缓冲 液 中 ， 
转 到 一 支 1.5ml 离心 管 中 。 
4) 加 入 0.02ml Ñ 2.5mg/ml 的 消解 酶 * LOOT 游 液 ， 置 37 亿 保温 1 小时。 
5) 离心 1 分 钟 。 
6) LAR, $8 HR BE 0.5m 的 S0mmol/L Tris-HCl ( pH7.4) ~ 20mmol/L 
NazEDTA 溶液 。 
7) 吉 0.05ml 的 1096 SDS, 混 勾 。 
8) € 6$Y て 保温 混合 物 30 分 钟 。 
9) 加 0.2ml 的 5mol/L BRA, PECERA RAE 1 小 时 。 
10) 离心 5 分 钟 
1) 将 上 清 液 转移 到 一 洁净 微型 离心 管 ， 室 温 下 加 人 等 体积 的 无 水 异 再 醇 ， 混 句 ，、 放 置 
Say. HEB 10M) 弃 上 清 液 ， 让 沉淀 自然 干燥 。 
12) 用 0.3ml TE Bh (pH7.4) BRB TE. 
13) MA 15pl BY 1 mg/ml 的 RNaseA 溶液 ， 置 37 乞 保温 30 分 钟 【 此 步 可 任意 选择 )。 
14) 加 0.03ml 的 3mol/L RAR, iR], 用 0.2ml 的 无 水 异 再 醇 沉 淀 ， 再 短暂 离心 收集 
DNA。 
15) FEAR, HATHA, JH0.1—0.3ml TE 缓冲 液 (pH 7.4) 重新 悬浮 DNA, 
16) 在 使用 限 制 手 内 切 酸 酸 解 DNA 之 前 ， 有 必要 将 最 终 溶 液 离心 较 长 时 间 (15 分 钟 ) 
以 便 除去 可能 抑制 酸 解 的 不溶 性 物 康 。 


材料 和 溶液 


YPD 
Imol/L 11 88-0. tmol/L Na;EDTA (pH 7.5) (0.5ml) 


WAR 100T (120493-1, Seikagaku, America Inc.) 溶液 (0.02ml) 


2.5mg/ml E ImolL UAA — 0. 1mol/L Na;EDTA (pH7.5) Zvbif 
SOmmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 20mmol/L Na;EDTA (0.5ml) 
109; SDS 
Smol/L 醋酸 钾 (0.2ml) 
无 水 异 丙 醇 
TE Zik (pH 7.4): 
10mmol/L Tris-HCl (pH7.4) 
lmmol Na;EDTA 
3mol/L MEA (0.03m) 
RNaseA (15) (可 选 ); 
溶解 于 50mmol/L ERA (pHS.5) 使 浓度 达 Img/ml, 煮沸 10 分 钟 ， 一 20 亿 冷冻 
保存 。 


C. 10 分 钟 制备 酝 母 DNA 方法 


{摘自 Hoffman 和 Winton, Gene 57: 267 一 272 [1987]) 
安全 须知 


苯酚 为 强 腐蚀 剂 ， 可 导致 严 重 灼伤 ， 使 用 时 必须 带 上 手套 、 咏 护 胡 和 护 目镜 。 所 有 
操作 必须 在 化 学 通风 橱 中 进行 ， 所 有 与 苯酚 接触 过 的 皮肤 必须 用 大 量 水 或 聚 乙 二 醇 400 
冲洗 ， 也 可 用 香皂 水 冲洗 ， 禁 用 乙醇 冲洗 。 

氯仿 对 皮肤 、 眼 睛 、 粘 膜 和 上 呼吸 道 有 强烈 刺激 ， 必 须 在 化 学 通 册 橱 中 使 用 ， 且 带 
上 和 手套 和 护 目镜 ， 氧 仿 有 致癌 作用 ， 并 对 肝 和 肾 有 损伤 。 

MBER, UAE PRA, RBS) Oe, EEA. 


大 肠 杆菌 或 酵母 转化 质粒 的 制备 


1) 在 质粒 DNA 选择 性 培养 基 (如 SC- ura) 中 ,  30C 培养 少量 培养 物 (至 少 
1.4mD he, 

2) 将 培养 物 转 人 一 支 1.5ml 的 微型 离心 管 ， 离心 5 秒 ， 收 集 细 胞 。 

3) 小 心 倾 去 上 清 液 ， 轻 弹 离心 答 ， 使 沉淀 重新 悬浮 于 残余 培养 液 中 。 

4) 加 入 0.2ml 的 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mmol/L NaCl, 10mmol/L Tris-HCl 
(pH8), Immol/L Na;EDTA; 加入 0.2mi HEM: SU SBR (25:24:01); 加 入 
0.3g 酸 洗 过 的 玻 珠 。 

5) 振荡 2 分 钟 。 

6) 离心 5 分 钟 。 

7) 用 1~5pl & DNA 的 水 相 转 化 0.2ml 的 大 肠 杆菌 受 体 菌 ， 用 15pl 水 相 装 化 酵母 菌 。 


用 于 Southern 分 析 的 基因 组 DNA 分 离 


i) 用 YPD 培养 基 ， 置 30 培养 10ml 酵母 至 最 大 生长 量 。 
2) 用 医用 离心 机 离心 2 分钟 ， 弃 上 清 液 ， 收 集 细 胞 ， 用 0.5ml 蒸 恼 水 重新 悬浮 ， 将 细 
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胞 转 人 1.5ml 微 型 高 心 管 中 , 高 心 5 秒 收集 细胞 。 

3 重复 第 2 步 。 

4) 重复 第 2 步 。 

5) 加 0.2ml TE Baby (PH8)， 振 葛 3 一 4 分 钟 。 

6) 离心 5 分 钟 ， 将 水 相 移 至 清净 试管 ， 加 1ml 的 无 水 乙醇 ， 上 下 倒置 ， 混 合 均匀 。 

7) 离心 2 分 钟 ， 弃 上 清 液 ， 悬 浮 在 0.4ml TE 缓冲 液 和 381 的 10mg/ml 的 RNaseA 溶 
液 ， 置 37 や 保温 3 分 生 , BLA 10pl 4mol/L BREA Im 的 无 水 乙醇 ， 上 下 倒置 ， 
混 匀 。 

8) 离心 2 分钟 ， 弃 上 清 液 ， 自 然 干燥 后 ， 用 SOUL 的 TERME, BRA lOu 
进行 Southern 印迹 分 析 ， 每 份 用 量 约 2 一 4ng DNA, 


BARE 


质粒 DNA 用 选择 性 培养 基 ， 如 SC- ura 
2% Triton X-100, 1%SDS, 100 mmol/L NaCl, 10mmol/L Tris-HCl (pH8), 1mmol/L 
Na;EDTA (0.4ml) 
a: FA: CBE (25:24:1) (0.4mD 
BEER 
许多 供应 商 生 产 的 0.45 ~ 0.5mm BE Ek HB ay 以 使用 (如: Sigma, American 
QUALEX, Midnest Scientific, Stratagene), 収 珠 第 用 硝酸 浸 泡 井 用 大 量 蒸 頑 
水 清洗 ， 玻 珠 在 使 用 前 需 干 燥 。 
YPD 
RAAK 
TE Zn. (pH 8) 
10mmol/L Tris-HCl (pH 8) 
1mmol/L Na;EDTA 
无 水 乙醇 
RNaseA 母液 (3pl1) 
WTF SOmmol/L WRH (pH 5.5)， 使 浓度 达到 10mg/ml, 煮沸 10 分 钟 ， 
~20C FRR. 
4mol/L MEA (10p1) 


参考 文献 


Hoffman, C. S. and F. Winston. 1987. A ten-minute DNA preparation from yeast efficiently releases autonomous pas- 
mids for transformation of Escherichia coli. Gene 57; 267—272. 


D. EXER DNA: RAHA 


1) 用 5ml 培养 基 (完全 培养 基 或 选择 性 培养 基 ) 在 30 や 下 , HRN. 
2) 转移 培养 物 至 13mm x 100mm 的 玻璃 离心 管 中 ， 用 台式 离心 机 以 1500r/min 离心 5 
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分 钟 ， 收 集 细 胞 。 

3) 用 3ml 无 菌 水 洗 细胞 ， 同 上 离心 。 

4) 用 500,1 裂解 缓冲 液 再 次 悬浮 。 

5) 加 入 干净 玻 珠 ( 约 1.5ml Eppendorf Bp 1 B9 2/3 体积 ) 和 225p H Smol/L NaCl. 

6) 以 最 高 速 振荡 1 分 钟 。 

7) M 2000r/min 离心 2 分 钟 。 

8) 用 P-1000 移 液 器 转移 上 清流 至 一 支 1.5ml 的 离心 管 。 

9) 加入 500pl EB, 振 落 , 高 心 1 分 钟 。 用 P-1000 BRR KA, BRERA 
心 管 ， 加 入 500ul SEVAG CRI: BR, 24:1), FEES, BO, i. 

10) 加 入 1ml 的 9595 39 E BE, (E - 20 C Fide 1 小时。 

11) 以 最 高 转速 离心 沉淀 DNA, 3E. EIE, 用 70% 乙 酵 清 洗 , Sus RETE 2500] TE 组 
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技术 和 方案 4 酵母 重 白 原 的 抽 提 


此 法 抽 提 的 酵母 蛋白 适用 于 SDS 凝 股 申 泳 和 Western 印迹 分 析 。 

1) JA OD = 2 的 细胞 培养 物 中 抽 提 酵母 蛋白 质 。 培养 物 的 一 种 简单 制备 方法 是 将 细胞 
接种 到 5ml YPD 中 ， 过 夜 培养 后 获得 指数 培养 物 (OD。 = 0.5 一 2.0)。 

2) 在 冰 浴 上 把 OD =2 的 细胞 培养 物 转 到 含有 2ml 的 50mmol/L Tris-HCl (pH7.5), 
10mmol/L 爱 气 化 钠 溶 液 的 13mm 离心 管 中 ， 用 吊 篮 式 医 用 离心 机 离心 沉淀 细胞 。 

3) 用 25 号 针头 吸出 上 清 液 ， 再 用 30ul ESB 缓冲 液 悬浮 细胞 。 

4) 快速 转 人 微型 离心 管 ， 在 100C 下 保温 3 分 钟 ， 使 重 白 酶 失 活 之 后 ， 样 品 存放 于 
-20C 。 

5) 加 入 0.1g 的 0.2mm 的 玻 珠 ,或 装 人 玻 珠 直至 液体 刚好 漫 没 ， 剧 烈 振 荡 混 合 2 分 钟 。 

6) 加 入 70ul ESB 缓冲 液 ， 稍 加 振 落 ， 置 100C 保 温 1 分 钟 。 

7) 取 5—20,1 抽 提 液 上 样 进行 SDS 凝 受 申 泳 。 


材料 和 溶液 


适量 的 生长 培养 基 
50mmol/L Tris-HCl (pH 7.5), 10mmol/L SAIH 
ESB py ( 可 在 ACECEERICAO 

296 SDS 

80mmol/L Tris-HCl (pH6.8) 

10% 甘油 

1.5% —S3EAMBIBSE (DTT) 

0.1 mg/ml RAH 


提示 


通常 迅速 者 淖 样 品 可 以 防止 蛋白 质 水 解 以 保持 其 稳定 。 如 果 担 心 蛋 白质 被 水 解 ， 可 
在 ESB 中 加 PMSF 从 而 减少 蛋白 质 水 解 ， 对 于 极 不 稳定 的 蛋白 质 ， 可 采用 以 下 抑制 剂 ; 


抑制 大 最 终 浓 度 母液 
经 气 酸 蛋白 醉 抑制 剂 CEPBIZAOMGEO Immo 100 x FF RAR 
A OMB A D. 7pl/ml 2000 x FF RE 
FAFA 0. Sulmi 1000 x Fk 
E64 10ug/ml 1000 x PEF Z, ik 
MEAW 2ug/ml 5000 x PK 
u EREA 0.3UZml 直接 加 入 


对 于 朴 水 蛋白 ， 如 族 膜 内 在 蛋白 等 样品 的 煮沸 会 导致 沉 集 ， 对 此 类 和 蛋白质 ， 通 过 在 
ESB 中 加 人 和 蛋白酶 抑制 剂 混合 物 ， 在 TC 下 保温 即 可 。 
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技术 和 方案 5 BEBE RNA 的 分 离 


此 实验 的 设计 是 为 了 从 500ml 培养 物 中 得 到 10mg 以 上 的 总 核酸 和 300 — 400pg 
mRNA. QR LEH, HW 200~500ml 为 宜 ， 明 显 高 于 或 低 于 此 体积 范围 则 须 加 
以 调整 。 

接种 适量 过 夜 的 新 鲜 培 养 物 到 200ml YPD (或 SC)， 培 养 到 第 二 天 早上 ， 即 可 得 到 
2x10 —4x 10" 细胞 /ml, 用 血球 计数 板 〔 见 附录 G) RAE (Klett) 比 浊 仪 检测 细 
胞 密度 (大 多数 菌株 可 状 50—100 克 莱 特 单位 )。 


安全 须知 


硝酸 易 挥发 ， 须 在 通风 导 中 使 用 ， 使 用 高 浓度 酸 应 倍加 小 心 ， 须 戴 手套 和 防护 面 
E. 

FEARR A, HERP BE, CALA PRA AR, 所 有 操 作 必 
MEENE PT, BUR A ae abet Be A FA OK R 400 冲洗 ， 也 可 用 
香皂 水 冲洗 ， 禁 用 乙醇 。 

焦 碳 酸 二 乙 栈 有 剧 毒 且 具 挥发 性 ， 带 上 手套 在 通风 柚 中 才 可 开始 操作 。 

氧 仿 对 皮肤 、 有 眼睛、 粘膜 和 上 呼吸 道 有 强烈 刺激 ， 必 须 在 通风 橱 中 使 用 ， 应 或 上 手 
套 和 护 目镜 ， 和气 仿 有 致癌 作用 ， 并 可 损伤 肝 肾 。 


总 酵母 RNA 的 分 离 


1) 在 每 毫升 培养 物 中 加 入 50』g ROMER, 300 FRE 15 分 钟 。 此 步 亦 可 省 略 ， 
但 是 有 人 认为 环 乙酰 亚 胺 可 防止 mRNA 凝集 在 多 核糖 体 上 。 

2) 迅速 冷冻 收集 细胞 , 在 大 离心 管 (Sorrall GS 或 相似 离心 管 ) PIA MOKA 
冰 ， 将 培养 物 倒 人 ， 振 功 ， 在 4 各 下 以 S000r/min 离心 5 分钟 。 

3) 加入 11g BEF 30ml 高 心 管 中 , 以 Corex 玻 现 离心 管 为 最 佳 ， 不 过 塑料 离心 管 也 能 
使用 。 

4) 加 人 3l EH LETS 组 冲 液 平衡 的 苯酚 到 琉 珠 中 。 

5) Ri 2.5ml 冰 预 冷 的 LETS 缓冲 液 悬 浮 细胞 ， 并 将 其 加 人 到 上 述 玻 珠 苯酚 管 中 。 为 了 
使 细胞 破碎 的 最 好 ， 液 面 应 刚好 高 于 玻 珠 表面 。 

6) 高速 振 落 30 秒 后 , EEE 30 秘 ， 交 替 进 行 3 分 钟 ， 用 相差 显微镜 检测 细胞 破碎 
情况 ， 破 碎 的 细胞 呈现 无 折射 的 空 细胞 。 

7) 当 至 少 0% 细 胞 破碎 后 ， 加 5ml 冰 预 冷 的 LETS SEM, foie dE, H Sorvall SS. 
34 转 头 以 8000r4min 离心 5 eh, 使 溶液 分 相 。 离心 后 ， 酚 层 和 蛋白 质 界面 应 刚好 
低 于 玉珠 表面 ， 移 出 水 相 而 不 会 触动 界面 。 

8) 将 水 相 转 到 一 个 干净 离心 管 ， 用 5m ABS SUO: DUREE (25:24:1) 抽 提 2 次 , 避 免 
触动 界面 。 用 氯仿 抽 提 一 次 。 
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9) 加入 1710 体积 的 5mol/L SEB, TE -20C FÜLDE 3 小 時 。 此 時 , RNA TRE E 
-20C FH. 


poly (A) * RNA 的 分 离 


1) 将 保存 的 RNA 用 Sorvall SS-34 转 头 以 10 000r/min 离心 10 分 钟 ， 收 集 RNA 沉淀 ， 
用 80% 乙 醇 洗涤 。 真 空 干燥 后 ， 溶 于 2.5ml 蒸馏 水 中 ， 湾 解 后 加 人 2.5ml 2x 上 样 
缓冲 液 ， 同 时 加 SDS ERARA 0.396, 

2) € 65'C fili 5 分 钟 。 

3) 装 一 个 oligo (dT) 柱 ， 用 1x 上 样 缓冲 液 洗 3 次 。 

4) 用 10mmol/L HEPES (pH7) 洗 脱 Poly (A)* RNA。 如 果 和 希望 得 到 更 满意 的 结果 ， 
可 以 加 入 RNase 抑制 剂 。 

5) 用 蒸 増水 対 Poly (A) * RNA 进行 10 倍 稀释 ,通过 OD oH ERIM RNA 液 度 。 
FAK 10mmol/L HEPES (pH7) 稀释 10 fi (EI 1mmol/L HEPES) 作为 对 照 。 

6) 加 1/10 体积 3molL 醋酸 钠 和 2.5 倍 体积 的 无 水 乙醇 沉 注 RNA， 上 下 倒置 混 匀 ,在 
一 70C 下 放置 30 分钟。 离心 10 分 钟 ， 弃 上 清 液 ， 用 水 溶解 RNA 沉淀 使 终 浓度 为 
1mg/ml。 不管 是 溶解 的 RNA 或 是 乙醇 沉淀 的 RNA 都 能 在 -70C 下 长 期 保存 。 


材料 


PROBE (SOpg/ml 培养 物 ) (AE) 
大 离心 管 (Sorvall GS3 或 类 似 型 号 ) 
玻 珠 
不 同 商家 的 0.45 一 0.5mm 玻 珠 都 可 使 用 (如 Sigma, American QUALEX, Mid- 
west Scientific, Stratagene) 用 硝酸 浸泡 彼 珠 ， 再 用 大 量 的 燕 愧 水 清洗 使 其 净化 。 使 
用 前 需 进 行 干燥 。 
离心 管 (Corex 玻璃 或 塑料 ，30ml) 
用 LETS See FEM (3m) 
LETS f nhi 
0. 1mol/L 31440648 (LCI) 
0.01mol/L NEDTA 
0.01mol/L Tris-HCl (pH7.4) 
0.2% SDS 
0.1% 二 乙 基 焦 碳 酸 (可 任 选 ) 
ARS Mir: FR (25:24:1) 
Mth (AE) 
5mol/L ALE 
80% ZB 
无 菌 蒸馏 水 
1x 上 样 缓冲 液 
0. Smol/L NaCl 
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0.01mol/L HEPES (pH 7) 
SDS 
oligo (dT) 柱 
i0mmol/L HEPES (pH7) 
RNase 抑制 剤 (可 任 选 ) 
3mol/L 醋酸 钠 
无 水 乙醇 


技术 和 方案 6 质粒 DNA AY PERSE aE 


安全 须知 


痉 胺 是 一 种 诱 变 剂 ， 应 小 心 操作 ， 操 作 时 戴 手套 。 
BMRA AEE, MERRE, MPA RR. 


1) Wu HS ERR, Wk LA. 
2) THUS ALILR 10pg 质粒 DNA 加 到 含 50041 SRS HR BU GCSE BLUE B 
3) 在 37C 下 培养 20 小 时 。 


4) 加 入 105 S 5mol/L NaCl, 50pl mg/ml 的 咎 血清 看 白 (BSA) 和 lml 无 水 乙醇 终止 


E, E -T7OCULE DNA 10 分钟。 
5) 离心 10 2h, FEET ERR, KÆ DNA. 


6) 将 DNA BIF 10041 TE 缓冲 液 (pH 8) 中 ， 再 加 入 10pl 3mol/L 的 醋酸 销 和 25051 


的 无 水 乙醇 ,在 - 70 和 下 放置 10 分 钟 ， 重 复 步骤 5， 收集 DNA。 
7) 让 沉淀 自然 干 柯 ， 再 悬浮 于 10001 TE 缓冲 液 (pH 8). 


8) 该 DNA 可 直接 用 于 大 肠 杆 菌 或 酵母 的 转化 。 诱 变 DNA 与 非 诱 变 DNA HILL, BEAR 


的 转化 频率 相对 降低 约 3 倍 。 在 大 肠 杆 菌 中 ，Ura” 质粒 可 被 检 出 。 


如 果 大 上 肠 杆 菌 菌株 是 ung ” ， 其 转化 率 将 降低 10 一 100 倍 , 当 URA3 基因 约 占 整个 
质粒 DNA 的 10% 时 ， 转 化 ung" pyrF -大肠 杆菌 菌株 (DB6507)， 有 望 获得 约 4% 
Ura” 转化 菌落 ， 用 同样 的 诱 变 DNA 母液 转化 酵母 ， 失 去 功能 的 突变 约 1% 【剔除 


实验 )。 大 约 有 10% 的 突变 体 是 温度 敏感 型 。 
材料 和 溶液 
PERRIER 


称 0.35g FRE, 0.09g 氢 氧 化 钢 ， 加 Sml WAREK, AK, pH 


值 调 至 7， 临 用 前 制备 ， 放 冰 浴 中 备用 。 
氧化 钨 纯化 质粒 DNA (105g) 
5mol/L Kit 
1mg/ml 牛 血 清白 蛋白 (BSA) 
无 水 乙醇 (10096) 
TE ZE MH (pH 8) 
10mmol/L Tris-HCl (pH 8) 
Immol/L NsEDTA 
3mol/L. 醋酸 钠 
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技术 和 方案 7 酵母 B 半 乳 糖苷 酶 的 测定 


有 两 种 体外 检测 酵母 B- 半 乳糖 车 酶 的 基本 方法 ， 主 要 区 别 是 所 用 测定 材料 的 制备 
方法 不 同 。 第 一 种 方法 是 利用 制备 粮 抽 提 物 并 通过 蛋白 质 定量 分 析 进 行 能 活 测定 (Rose 
和 Botstein 1983)。 第 二 种 方法 是 利用 细胞 的 通 透 性 使 底 物 进入 细胞 并 通过 测定 细胞 数 
量 进行 酶 活 测 定 (Guarente 1983)。 在 比较 不 同 条 件 下 生长 或 有 不 同 遗 传 背景 的 细胞 时 ， 
第 一 种 方法 较 好 。 第 二 种 方法 是 根据 大 肠 杆 菌 的 检测 方法 改进 的 ， 特 别 适合 于 测定 单个 
细胞 内 活性 水 平 的 改变 。 


方法 1: 粗 提取 物 测 定 
安全 须知 


稍 酸 易 挥 发 ， 应 在 通风 橱 中 使 用 。 对 浓 硝 酸 应 戴 手 套 及 防护 面 界 ， 谨 慎 操 作 。 
PMSF 对 上 呼吸 道 粘 膜 、 眼 睛 和 皮肤 有 极 大 的 损伤 作用 。 若 吸入 、 香 咽 或 通过 皮肤 
吸收 ， 会 有 生命 危险 。 万 一 藻 污 了 PMSF， 应 立 妈 用 大 量 的 水 冲洗 ， HR RH 
服 。 
氛 仿 对 皮肤 、 眼 瞳 、 粘 膜 以 及 呼吸 道 有 刺激 作用 ， 只 能 在 通风 枉 中 使 用 ， 哉 上 手套 
AP AR. RHEE, WHA ARTEL. 


1) 在 适当 温度 下 《通常 307 ) ， 用 适当 培养 液 将 5ml 细胞 培养 物 培养 到 浓度 为 1 x 107 
一 2x107 细胞 Am。 如 果 自 主 复制 质粒 的 杂 合 基因 表达 ， 可 使 用 一 种 适当 培养 基 对 
存在 质粒 的 蓝 株 进行 筛选 。 

2) 在 冰 上 冷却 细胞 ， 离 心 收集 〈 用 医用 离心 机 以 2000r/min 离心 5 分 钟 )。 
注意 : 从 这 一 步骤 开始 ， 保 持 细 胞 在 冰 上 。 

3) FLFR, 将 细胞 悬浮 于 250 pl 裂解 缓冲 液 中 ， 然 后 置 - 20 や 冻结 ， 以 备 第 二 天 
測定 。 

以 下 步骤 均 在 1.5ml 离心 管 中 进 行 。 

4) 若 细 胞 冻结 ， 可 在 浆 上 将 其 解冻 。 加 玻 珠 恰好 到 液 面 下 ， 再 加 12.54] PMSF 母液 。 

5) 以 高 速 振东 混合 6 次 ， 每 次 15 秒 ， 间 歇 时 放 在 冰 上 。 

6) 加 入 25041 的 裂解 缓冲 液 ， 用 1000p| 移 液 器 插 到 离心 管 底部 抽打 使 其 充分 混 匀 。 

7) 离心 15 分 钟 滞 清 提取 物 。 如 果 活 性 成 分 存在 于 颗粒 状 碎片 中 ， 则 可 用 未 澄清 的 上 
清 液 ， 而 测定 的 混合 物 将 在 步骤 8 证 清 。 

8) WE: 

a・ 加 10— 10051 抽 提 物 到 0.9ml 的 Z BAIR, MARAH (breaking buffer) 
定 容 至 1ml。 

b. 在 28 世 水 浴 中 将 混合 物 保温 5 分 钟 。 

c. 加 入 0.2ml AMEE- p- DEARER (ONPG) 母液 ， 开 始 反应 ， 注 意 记录 
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准确 时 间 ， 在 28 亿 下 保温 至 混合 物产 生 淡 黄色 。 
d. 加 入 0.5ml 碳酸 钠 母 液 终 止 反应 ， 注 意 准确 记录 反应 终止 的 时 间 ， 在 420nm 波 
长 下 测定 光 密度 。 
9) 采用 Bradford (1976) 染料 结合 测定 法 测定 抽 所 物 中 的 蛋白 质 浓度 。 
a. 用 蒸 饥 水 将 Bradford 试剂 稀释 5 fi. FA Whatman540 5 (RAPS) 滤纸 过 
WREN. 
b. 加 10~20ul 抽 提 物 到 1ml 稀释 试剂 中 ， 并 混合 。 在 595nm 波长 下 测定 形成 的 蓝 
色 溶 液 。 用 一 次 性 塑料 比 色 标 以 防止 形成 蓝 膜 影 响 测定 结果 。 
c. 将 BSA 溶解 于 裂解 缓冲 液 中 ， 选 用 几 个 不 同 稀 释 度 (0.1~1mg/ml) 制 成 标准 
HEX. 
用 这 种 方法 制备 的 抽 提 物 含有 0.5— 1.0mg/ml 蛋白 质 。 
10) 根据 下 曾 公 式 计算 抽 提 物 的 特异 活性 ; 
ODaoX1.7 ` 
0.0045 关 重 白质 x 抽 提 物 体积 头 时 间 
ODswo 是 产物 邻 硝 基 蔡 酚 在 波长 420nm 下 的 光 密 度 ; 系数 1.7 是 反应 体积 的 修 
正 值 ; 系数 0.0045 是 1 nmol/ml SARE BEE; 四 白质 浓度 用 mg/ml 
表示 。 抽 提 物 体积 用 ml 表示 , 时 间 用 分 钟表 示 ; 特异 酶 活用 nmol/min/mg 蛋白 质 
表示 。 


方法 2: 通 透 细胞 测定 法 


1) 按 上 述 方法 培养 细胞 ， 测 定 培养 物 的 ODeo。， 当 培养 物 细胞 密度 达 1 x 105 一 1 x 107 
细胞 /ml， 同 方法 1 离心 收集 细胞 。 

2) 茎 上 清 液 ， 将 细胞 悬浮 于 ml Z BRP, 

3) 加 入 3 RA 2 0.1% SDS ， 高 速 振荡 10 秒 钟 。 

4) 在 28 亿 下 预 保温 样品 5 分钟， 同方 法 1 加入 0.2ml ONPG 开始 反应 。 

5) 当 试 管 中 的 样品 变 为 淡 黄 色 时 ， 加 人 0.5ml 碳酸 钠 母 液 终止 反应 。 注 意 在 测定 时 所 
花 时 间 ， 离 心 10 分 钟 ， 弃 细胞 碎片 和 沉淀 物 。 

6) 测定 反应 物 ODSBOXESERE 

7) 8B- 半 乳糖 车 酶 的 活性 单位 为 : 


OD 
RET OD, APE WERT 
OD, R4) 959836 3ERD AIEEE: ODuo 是 培养 物 的 光 密 度 ; 体积 是 指 测定 时 所 
用 培养 物 量 ， 用 ml 表示 ; 时 间 用 分 钟表 示 。 


MEER 


合适 的 液体 培养 基 
裂解 缓冲 液 
100mmol/L Tris-HCl (pH 8) 
Immol/L — RR 
・ 95 + 





20% 甘油 

BEER 
来 自 不 同 供应 商 ( 如 : Sigma, American QUALEX, Midwest Seientific, Stratagene) 
直径 0.45~0. 5mm HRA TAN. ARR RRRERIES, 然 后 用 大 量 蒸 
饮水 清洗 ， 玻 珠 干 燥 后 方 可 使 用 。 

PMSF (sigma P 7626) 母液 
用 无 水 异 丙 醇 (10096) 制备 成 40mmol/L 溶液， 保存 在 - -20 や 条件 下 。 

Z 缓冲 液 (Miller 1972) 


16.1g Nay HPO,*7H;O 
5.5g NaH;PO,:H;O 
0.75g KCl 
0.246g MgSO・7HzO 
2.7ml B-33E CLR 
用 蒸 協 水 定 容 至 1 志 
调 pH 27.0, 保存 于 AT 
ONPG 母液 
FA Z BOR Amg/ml 溶液 , 保存 子 20 
Na;CO, 母液 
FARK BLS tmol/L Na; CO; 溶液 
Bradford 试剂 (Bio-Rad) 
REK 
Whatman 540 型 滤纸 或 类 似 型 号 
一 次 人 性 塑料 比 色 标 
用 裂解 缓冲 液 制 备 0.1 一 imgxml AF E ELE ON 
XU 
0.1% SDS 
参考 文献 


' Bradford, M. M. 1976. A dye binding assay for protein. Anal. Biochem. 72: 248—254. 

Guarente, L. 1983. Yeast promoters and Jac fusions designed to study expression of cloned genes in yeast. Methods En- 
zymol. 101: 181—191. 

Miller, J. H. 1972. Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York. 

Rose, M. and D. Botstein. 1983. Construction and use of gene fusions fact {galactosidase} which are expressed in 
yeast. Method; Enzymol. 101; 167—180. 





技术 和 方案 RUKH Y 的 平板 鉴定 


(根据 Methods in Enzymology [Jones 1991] 194: 428—453 [436—439] 改编 ) 


1) 在 YPD 平 板 上 培养 菌落 或 菌 葵 (通常 菌落 长 IK, MEK 1 天 即 可 )。 

2) 小 心 把 涂 盖 滚 加 在 平板 的 表面 使 之 完全 覆盖 细胞 。 

3) 待 琼脂 凝固 5~10 分 钟 后 ， 小 心 用 新 鲜 Past Garnet GBC 溶液 冲刷 表面 。 
4) 显 色 3 分 钟 ， 野 生 型 菌株 将 变 红 ， 而 羧 肽 酶 Y 菌株 将 呈现 黄色 或 粉红 色 。 
5) 倒 出 Fast Garnet 溶液 以 便 更 好 观察 颜色 变化 。 


材料 和 溶液 


涂 盖 液 (用 于 一 个 平板 的 量 ) 
用 琉璃 或 座 再 烯 试管 ， 取 2.5ml 的 1mg/ml N- 乙 酰 - DL - 茶 内 気 酸 - p-20 (RE 
SARA RA) 与 4ml 的 0,.6% 熔 化 琼脂 混合 ， 保 温 在 SOT 
Fast Garnet GBC 溶液 (每 个 平板 用 5m) 
Smg/ml Fast Gamet GBC [硫酸 盐 ，Sigma F 8761, X TE 0.1mol/L Tris-HCl 
(pH7.4)]。 
SH RE PIP, AAR ABS N -乙酰 - DL - 其 内気 酸 - 8 2k 
酯 的 酯 键 DEDOS 8 RM SRAM Fast Garnet GBC 反应 产生 一 种 不 溶性 的 红色 沉淀。 


参考 文献 


Jones, E. W, 1991. Tackling the protease problem in Saccharomyces cerevisiae. Methods Enzymol. 194; 428—453. 
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技术 和 方案 9 随机 孢子 分 析 


I. fF 


1) 挑 包 形成 孢子 的 二 倍 体 单 菌落 接种 在 YP 平板 上 , 尽 可 能 把 细胞 涂 薄 一 些 ， 在 
30fC 下 培养 12 一 116 小时， 超过 16 小 时 将 明显 降低 孢子 的 形成 率 。 

2) 上 午 ， 用 一 个 无 菌 沉 板 钉 取 相 当 一 火柴 头 量 的 细胞 ， 转 到 含有 2. 5ml 产 钨 培养 基 的 
试管 中 ， 在 25C 下 旋转 振 萝 培养 。 

3) 用 光学 显微镜 检测 抱 子 形成 情况 。 要 使 5% 以 上 的 细胞 形成 玖 子 需 花 2~10 天 。 


I. 随机 泡子 


4) 取 lml 形 成 孢子 的 培养 物 转 到 15ml 的 锥 形 聚 蔡 乙 烯 离心 管 ， 用 医用 离心 机 离心 5 
分 钟 沉淀 细胞 。 
5) 彻底 除去 上 清 液 ， 把 细胞 悬浮 在 0.2mi 无 菌 水 和 Sul B- RRB ( 约 500 个 单 
位 )。 
6) 在 30 已 条 件 下 旋转 振 划 培养 1 小 时 。 
7) 加 0.1ml ( 约 0.15 克 ) 災 菌 的 0.5 mm ER, TE 30 亿 条 件 下 旋转 振东 培养 1 小 时 。 
8) 加 1ml ŽEK. 
9) FRY 1~2 分 钟 ， 用 光学 显微镜 检查 子 站 是 否 完全 破 型 。 
10) 加 4ml 无 菌 水 。 
11) 用 无 苦水 做 1071 —10 “MRE, EAA bpem 刀 豆 氢 酸 的 SC — arg 平板 上 涂 
200ml。 


材料 和 溶液 


Piu 
196 KOAc 
0.025% Mae 
R-RE (Sigma G 7770) 
JG B 0.5mm BER 
含有 GOpg/ml 刀 豆 氨 酸 的 SC- arg 平板 


技术 和 方案 10 酵母 活体 染色 


核 DNA 和 线粒体 DNA 
安全 须知 


DAPI 是 一 种 可 能 的 致 冶 物 。 如 果 吸 人 、 天 下 或 通过 皮肤 吸收 是 有 害 的 ， 也 可 能 引起 炎 
症 。 必须 戴 手 套 、 面具 和 安全 镜 ， 不要 吸入 生 粉 。 


1) 当 细 胞 培养 到 约 10" 细胞 /ml 时， 离心 (5 秒 ) 收集 细胞 ， 再 悬浮 在 70% 乙 醉 中 。 

2) 国定 5 分 钟 或 分钟 以 上 ， 用 水 洗 2 次 。 

3) PARP TES A 30ng/ml A) 4, 6-— PRR 2 - 茶 基 叫 味 (DAPI, Sigma D 9542 或 
Accurate Chemical and Scientific Corp. ) 的 封 固 剤 中 。1mg/4nl 80 4, 6 -—BKdE- 2 -其 
Ang [BH RT E - 200 FRE. 

4) 用 紫外 滤 片 观察 。 

用 四 醛 固 定 的 细胞 也 能 在 封 固 剂 中 用 4, 6 -二 胀 基 - 2 ERES (o, 4, 6-— EK 

基 - 2 -EERIE Lug Al 的 浓度 对 生长 培养 中 的 活 细 胞 染色 ， 但是， 活 细胞 的 染 

色 背 景 没 有 固定 化 细胞 那么 清晰 。 


线粒体 


1) 在 生长 培养 基 中 培养 细胞 达到 约 107 细胞 /ml 时， 加 入 100 ng/ml 3，3 -二 己基 呢 痰 
花 青 碳化 物 ( DOC., Sigma Dess 或 Molecular Probes) 用 乙醇 把 img/ml 母液 稀释 到 
1/10* (母液 在 一 20 亿 黑暗 中 保存 几 个 月 是 稳定 的 )。 

2) 培养 5 分 钟 或 5 分 钟 以 上 ， 用 荧光 素 滤 片 观察 。 

DiOC 的 浓度 需要 优化 选择 ， 约 lug/ml 即 可 使 所 有 膜 染色 。 


液 泡 


1) 当 细 胞 生长 到 约 107 细胞 /ml 时 ， 离 心 收集 细胞 (5 秒 ), BREEK SÜmmol/L f? 
MERI {pH4.0) 的 YPD 中 。 

2) 加 CDCFDA (羧基 - 2 ,7 -二 毛 - 荧 光 素 双 乙 酸 盐 ) 到 终 浓 度 为 pmol/L (将 
10mmol/L 母液 稀释 到 +71000， 该 母液 溶 在 二 甲 基 甲 酰 所 中 ,在 - 20f 下 可 保存 数 
月 。 

3) 保温 10 分 钟 或 10 分 钟 以 上 ， 用 荧光 滤 片 观察 。 


FRALT RK 


1) 用 生长 培养 基 培 养 细胞 达 10" 细胞 /ml 时 ,加 100 4g ml Calcofluor( 32 3E IGA 28; Sig- 
ma F3543)( 用 水 将 1mg /ml 母液 稀释 到 1A10, 母 液 可 在 一 20 亿 下 黑暗 保存 数 星期 )。 
2) 培养 5 分 钟 或 5 分 钟 以 上 ， 用 水 洗 2 次 ， 用 紫外 滤 片 观察 。 


技术 和 方案 11 酵母 免疫 奖 光 


细胞 制备 
安全 须知 


甲 醋 是 有 毒 的 ， 是 一 种 致癌 物 。 它 容易 通过 皮肤 吸收 ， 对 了 眼睛、 皮肤 、 粘 膜 和 上 呼 
吸 道 有 刺激 作用 。 必 须 戴 手套 、 安 全 镜 在 通风 枉 中 操作 。 


1) 培养 5m] 酵母 至 对 数 生 长 早期 (0105 — 107 细胞 /nl)。 

2) 直接 加 1/10 体积 的 甲醛 到 培养 基 里 固 定 细胞 〈 加 人 的 甲醛 终 浓 度 为 3.7% ， 标 准 
母液 是 37% )。 

3) 细胞 在 甲醛 中 培养 至 少 1 小 时 。 

4) 离心 收集 细胞 ， 用 有 .1mol/L 磷酸 钾 (pH 7.5) 洗 一 次 。 

5) 把 细胞 悬浮 在 lml 的 30mg/ml 消解 酶 2 100T 或 50 単位 ml 的 溶 细胞 酶 【 洲 于 含有 
2ml/ml 6 - 藻 基 乙醇 的 0.1 mol/L 的 礎 酸 牧 溶 液 中 。 

6) EICH 30 分 钟 ， 用 相差 显微镜 检查 原生 质 体 的 生成 率 。 细 胞 应 呈 黑色 或 半 透 
ARE, Sa GA) RFRA RICH. GR (内 部 结构 呈 淡 灰色 ) A 
消化 过 度 。 

7) BDA, BATE Imi 的 PBS 中 。 

染色 

安全 须知 
4，6 -二 胀 基 - 2 EISE (DAPI) 是 一 种 可 能 的 致癌 物 ， 如 果 吸 人 、 吞 咽 或 通过 

皮肤 吸收 是 有 害 的 ， 也 可 能 引起 炎症 。 戴 手套 、 面 具 和 安全 镜 且 不 要 吸 人 尘 粉 。 


1) HR 10ml 的 1mg/4ml RAR (分子 量 为 400 000)， 放 到 用 特 气 隆 寺 闭 的 (Teflon- 
masked slides) REH (10 和 孔 载 玻 片 ) 上 的 每 个 孔 ， 再 用 燕 愧 水 洗 载 臣 片 ， 于 燥 。 
2) Jk 10ml 国定 化 细胞 到 每 个 筷 中 ， 几 分 钟 后 ， 用 PBS 抽 洗 3 次 。 用 显微镜 检测 载 玻 

片 确保 细胞 呈 合 适 的 密度 而 不 诊 集 。 

3) 该 步 又 可 任 选 (本 实验 不 需要 使 用 抗体 ， 但 建议 使 用 ): 

把 载 玻 片 浸泡 在 冷 甲醇 (一 20 人 CC ) 6 分 钟 ， 然 后 放 到 冷 丙酮 (7200) 30 85, 该 处 
理 产 生 扁 平 细胞 ， 有 助 于 细胞 骨架 的 观察 。 对 于 一 些 抗 体 -抗原 结合 物 ， 需 要 这 些 
步 又 重新 活化 ， 用 PBS 重新 润 湿 玻 孔 。 

4) 加 15ml 由 PBS+3%BSA ( 牛 血 清白 蛋白 ) EURO ERE E PERSE LPs ERE 
子 中 ， 如 垫 有 湿 纸 巾 的 平板 中 保温 30 分 钟 。 重 要 的 是 ， 在 这 期 间 不 能 让 载 玻 片 孔 
TÆ (BSA 可 通过 阻 断 蛋白 质 结 合 位 点 降低 非特 异 抗体 结合 到 载 玻 片 )。 

5) 吸出 阻 断 缓 冲 液 , 用 PBS+3%BSA 洗 两 次 。 

* 100 " 


6) 加 10—15ml 第 一 抗体 (溶解 在 PBS+ 3%BSA) SIE TTL, 在 一 人 保湿 倉 中 保 
温 上 小 时 。 用 亲 和 纯 化 抗体 或 单 克隆 抗体 ， 如 果 可 能 ， 用 缺乏 目的 抗原 的 同 源 对 
照 。 作 一 个 没有 第 一 抗体 的 对 照 也 是 有 帮助 的 。 l 

7) 吸出 第 一 抗体 ， 用 PBS+3%BSA BE 3 次 。 

8) 用 荧光 第 二 抗体 重复 第 6—7 步 【〈 在 暗 处 培养 )。 

9) 吸 出 第 二 抗 体 , 用 PBS+ 3%BHSA 洗 3 次 。 

10) 加 10— 15ml 的 1ug/ml DAPI 到 载 玻 片 也 中， 培养 约 1 人 分钟, 用 PBS 洗 3 次 。 

11) Rik PBS， 给 每 个 孔 加 一 小 滴 封 固 剂 ， 放 盖 玻 片 ， 避 免 在 孔 中 出 现 气泡 。 用 纸巾 除 
去 多 余 的 封 固 剂 ， 小 心 不 要 移动 盖 玻 片 ， 用 干净 的 指甲 油 密封 ， 一 20C 下 保存 。 


材料 和 溶液 


消解 醇 * 100T (120493-1, Seikagaku America Inc. ) 
封 固 剂 
将 50mg X-ET 30ml PBS (見 下 文 ), WE pH 9， 加 45ml 甘油 ， 搅 拌 均 
So PR, 在 -70C 下 黑暗 保存 【根据 Johnson 和 Nogueira Araujo 1981 加 以 修 
正 )。 
如 需要 染色 DNA， 封 固 剂 应 含有 包括 4, 6-—WMdt-2-EXW (DAPI, Signa D 
9542 或 Accurate Chemical and Scientific Corp.) (Williamson 和 Fennell 1975), X 
50ml 封 国 剂 中 加 2.5ml 新鮮 4, 6 -— BEdE- 2 -ENR (img DAPI ml 
HO)。 
PBS 
每 升 20x BRE 
160g NaCl 
4g KCl 
22.8g Na;HPO, 
4g KH;PO, 
用 10mol/L NaOH #423 pH7.3。 


参考 文献 


Johnson, G. D. andG. M. Nogueira Araujo. 1981. A simple method of reducing the fading of immumofluorescence dur- 
ing microscopy. J. Immunol. Methods 43; 349—350. 

Williamson, D. H. end D. J. Fennell. 1975. The use of fluorescent DNA-binding agent for detecting and separating 
yeast mitochondrial DNA. Methods Cel! Biol. 12: 335—351. 
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技术 和 方案 12 ”固定 化 细胞 的 肌 动 蛋白 染色 


鬼 笔 环 肘 特异 地 与 - 肌 动 蛋白 结合 ,故而 可 以 用 荧光 标记 的 鬼 笔 环 肽 对 细胞 内 的 
肌 动 蛋白 染色 ， 这 种 方法 非常 近似 于 使 用 抗 肌 动 蛋白 抗体 的 染色 模式 。 


安全 须知 


甲醛 是 有 毒 的 ， 是 一 种 致 痛 物 。 它 能 通过 皮肤 吸收 ， 对 上 眼睛、 粘膜 和 上 呼吸 道 有 刺 
REA. BARFE, RS, 井 保持 在 通 凡 樹 中 操作 。 


1) 培养 细胞 到 对 数 生 长 期 ( 10 细胞 /mmD。 

2) ERRO. Im 甲醛 加 到 含有 Im 培养 物 的 离心 管 中 国 定 细胞 (甲醛 浓度 为 3.7%; 标 
ERRE 379). 

3) 在 甲醛 中 培养 细胞 30 分 钟 或 稍 长 时 间 。 

4) 用 PBS 洗 两 次 ， 离心 5 秒 钟 收集 细胞 。 

5) 用 50pl 的 PBS GE ARR, 加 5 个 单位 的 罗丹 明 (rhodamine》 或 荧光 素 连 接 的 鬼 笔 环 
肽 【正常 情况 下 ， 取 25 的 200U/ml 的 母液 ， 母 液 在 甲醇 中 置 -20 可 保存 数 月 )。 

6) 用 PBS 洗 3 次 ， 重 新 悬浮 在 小 体积 的 封 固 剂 中 。 

7) 用 罗丹 明 或 荧光 素 滤 片 观察 。 





技术 和 方案 13 PCR 介 导 基因 破坏 法 


{根据 Brachmann et al. [1997] Yeast 改编 ) 


1) 反应 混合 物 : 
Sul 10 x Tag 缓冲 液 
Sul 25mmol/L MgCl; 
2ul 10mmol/L dNTPs 


10—100ng ”模板 DNA 
25pmols 引物 〈 每 种 引物 ) 


0. Sel Taq DNA RAB (2U) 
加 水 至 总 体积 50Hj 

2) PCR 循环 参数 : 

944C — 549p 

94'C 1 分 钟 

55C 1 分 钟 

NEC 2 分 钟 

10 个 循环 

94C 1 分钟 

65'C 128b 

TC 255 

20 个 循环 

7C 10 分 钟 


EE: 虽然 纯化 扩 增 产物 可 显著 增加 转化 效率 ， 但 实际 上 反应 物 能 直接 用 于 转化 。 我 们 成 功 的 
使 用 了 Wizard™ PCR Preps DNA 纯化 系统 (Promega Corp. A 7170), 


MENEM 


10x Tag 缓冲 液 

0.5mol/L KCI 

100mmol/L Tris-HCl (pH 8.5) 

0.196 Triton X-100 
25mmol/L MgCl; 
10mmol/L dNTPs 
pRS40 X 模板 DNA (用 mini-prep DNA 较 好 ) 
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Tag DNA RABE 
两 个 基因 特异 DNA 引物 
靶 区 域 未 端 同 源 的 40 PS IO LEE ES 
5’ -CTGTGCGGTATTTCACACCG-3”( 左 侧 引物 ) 
另 一 侧 革 区 域 同 源 的 40 个 寒 核 苷 酸 引 物 序 列 为 : 
S-AGATTGTACTGAGAGTGCAC-3′ (右側 引 物 ) 
这 两 个 引物 可 用 于 扩 增 任何 来 自 pRS40X 或 pRS30X 整合 质粒 的 任何 营养 缺陷 型 标 
记 (Sikorski 和 Hieter 1989, Brachmann et al. 1997), 


参考 文献 


Brachmann, C. B., A. Davies, G. J. Cost, E. Caputo, J. Li, P. Hieter, and J. D. Boeke, 1997. Designer 
deletion strains derived from Saccharomyces cerevisiae S288C: A useful set of strains and plasmids for PCR mediated 
gene disruption and other applications. Yeast (in press). 

Sikorski, R. S. and P. Hieter. 1989. A system of shuttle vectors and yeast host strains designed for efficient manipula- 
tion of DNA in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 122: 19~27. 


技术 和 方案 14 ”酵母 菌落 PCR 方法 


1) 在 冰 上 配制 反应 混合 液 : 


2ul 10x 菌落 PCR 缓冲 液 
. 1.251 25mmol/L MgCh 
0.4gl 10mmol/L dNTPs 
10pmol 引物 (每 一 种 引物 ) 
0.291 Tag DNA RAM (5U) 
加 水 到 总 体积 为 20pl 


2) 用 移 液 器 加 微量 细胞 (23 0.2591). 到 PCR 反 度 混合 液 中 (20』l 反应 体积 ) 
3) PCR 循环 参数 : 
94C 4 分钟 


94€ 1 分 钟 
550 1 分 钟 
72 2 分 钟 
35 个 循环 


720 10 分 钟 
4) LER aE THUR RIK, 


材料 和 溶液 


10 x Bis PCR 缓冲 液 

0.56mol/L KCl 

0.125mol/L Tris-HCl (pH8.5) 

25mmol/L MgCl 

10mmol/L dNTPs 

Tag DNA RAM 

两 种 基因 特异 DNA 引物 

PERE BA 25 个 碱 基 ， 可 特异 结合 在 被 扩 增 地 区 域 的 两 侧 。 

注意 : 当 基 因 s<1.5kb 时 ， 上 述 链 延伸 时 间 〈 在 2 で 下 ) 非常 适宜 。 对 扩 增 较 长 的 片段 ， 这 些 条 件 可 
能 需要 改变 。 
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附录 A 培养 基 


用 2L 的 三 角 瓶装 1 升 培养 基 可 制备 30 一 40 套 平 板 。 除 非 男 有 说 明 ， 所 有 培养 基 成 
分 都 放 在 一 起 121 て 、15 Ilb/sq，in， 灭 菌 15 分 钟 。 较 长 时 间 的 高 压 灭 菌 会 导致 琼脂 的 
水 解 、 葡 萄 糖 焦化 和 软化 平板 。 如 果 制 备 大 量 培养 基 ， 将 盐 类 、 葡 萄 精 和 琼脂 分 开 单独 
灭 菌 较 长 的 时 间 ， 倒 好 平板 后 ， 计 平板 在 室温 下 干 2~3 天 ， 把 平板 放 入 密封 塑料 竹中 
可 保存 3 个 月 以 上 。 液 体 培养 基 不 加 琼脂 (为 方便 起 见 ， 培 养 基 中 每 种 成 分 的 终 浓 度 列 
在 下面 括 号 内 )。 


YPD (YEPD) 
YPD 是 一 种 常用 复合 培养 基 。 
细菌 培养 用 醇 母 抽 提 物 (1%) 10g 
DEGERE BK (296) 20g 
MA (296) 20g 
细菌 培养 用 琼脂 《2% ) 20g 
蒸 馆 水 1000ml 


YPG (YEPG 或 YEP -甘油 ) 
YPG 是 一 种 含有 不 能 让 p -或 per 突 変 株 生長 的 非 受 酵 磁 源 (甘油) 复合 培养 基 。 


细菌 培养 用 酵母 抽 提 物 (1%) 10g 
Mea IRAE SR (2%) 20g 
甘油 3% [v/v]) 30mi 
细菌 培养 用 琼脂 (296) 20g 
WEK 970ml 
YPDG 

YPDG 是 一 种 能 用 于 区 别 o* 和 6 菌落 的 复合 培养 基 。 

AAAA (2%) 20g 
细菌 培养 用 酵母 抽 提 物 (1%) 10g 
细 苗 培养 用 蛋白 及 (2%) 20g 
AEK 900ml 
ERRI- EKEN, MA PARRA: 

30% Hit (396) 100ml 


2096 葡萄 糖 (0.1%) 5ral 


YPAD (斜面 培养 基 ) 
YPAD 是 一 种 用 于 制备 斜面 的 复合 培养 基 、 加 腺 嗓 叭 抑制 adel 和 ade2 突 変 株 的 回 


复 突变 。 
细菌 培养 用 醉 母 粉 (196) 10g 
细菌 培养 用 重 白 腑 {2%) 20g 
葡萄 糖 (2%) 20g 
BRAY (0.004%) 40mg 
细菌 培养 用 琼脂 (296) 20g 
ARIK 1000ml 


在 沸水 浴 中 溶解 培养 基 ， 用 自动 取样 器 分 别 取 1.5ml 加 到 1 3725. (117257 3.887 
克 ) 小瓶 中 , REA, KB, BARDRARUA RETO aR ERAS FERAE. 1—2 
XR. BOR 


合成 右 旋 糖 基 本 培养 基 (SD) 


SD 是 一 种 含有 盐 、 微 量 元 素 、 维 生 素 、 氮 源 〈 去 氨基 酸 的 细菌 培养 用 酵母 氮 碱 ) 
和 葡萄 糖 的 基本 培养 基 。 


去 氨基 酸 的 细菌 培养 用 酵母 气 碱 (0.6796) 6.7g 
fub (2%) 20g 
细菌 培养 用 琼脂 (296) 20g 
ek 1000ml 


补充 基本 培养 基 (SMM) 


SMM 是 在 SD 中 加 入 不同 生长 补充 物 的 培养 基 ，SMM 的 有 具体 组 成 在 每 个 实验 的 材 
料 部 分 有 明确 的 规定 。 为 方便 起 见 ， 通 过 121C 灭 菌 15 分 钟 制备 无 菌 母液 ， 这 些 母 液 
能 贮存 较 长 时 间 。 其 中 一 些 需 室温 保存 以 免 出 现 沉 淀 ， 而 另 一 些 需 要 冷藏 。 如 有 可 能 ， 
选择 使 用 氮 基 酸 盐酸 盐 制 备 培 养 基 是 较 好 的 。 

通过 将 适当 体积 的 母液 加 到 SD 培养 基 成 分 中 ， 然 后 用 蒸 饮水 调整 体积 到 1 升 ， 制 
备 成 补充 基本 培养 基 。 苏 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 在 培养 基 灭 菌 后 ， 单 独 加 到 培养 基 中 。 

更 方 便 的 方 法 大 閣 少量 的 社 充 液 浅 到 SD 平板 的 表面 制备 培养 基 ， 在 接种 酵母 之 - 
前 ， 让 平板 上 的 溶液 完全 干燥 。 

以 下 列 出 的 是 母液 的 浓度 ， 需 要 混合 1 升 培养 基 的 母液 体积 和 涂 SD 平板 的 母液 体 
积 以 及 在 SMM 中 的 每 种 成 分 终 浓度 。 


合成 完全 培养 基 (SC) MEH (drop-out) BRA 


为 了 测试 菌株 生长 的 必需 营养 成 分 ， 需 用 一 类 培养 基 ， 在 这 类 培养 基 中 ， 除 了 待 测 
的 一 种 目标 营养 缺陷 型 外 《drop-out 培养 基 )， 补 充 通常 所 芝 到 的 每 种 辅 源 营养 。 干 燥 
的 生长 补充 物 预 混合 后 保存 。 
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成 分 母液 浓度 1 升 培养 基 中 需 在 培养 基 中 的 终 涂 平 板 的 母 





(g/100ml) 母液 的 体积 (ml) 浓度 (mg/L) 液体 积 (ml) 

PERE RS 0.2" 10 20 0.2 
REE 0.2" 10 20 0.2 
L - 色 气 本 1 2 20 0.1 
上 -fE Se iE Be dc 1 2 20 0.1 
L - 精 氨 酸 盐酸 盐 1 2 20 0.1 
L HAE 1 2 20 0.1 
L-BEngae 0.2 15 30 0.2 
L - Se 1 10 100 0.1 
L - 异 亮 氨 酸 1 3 30 0.1 
L - RM ERE EE 1 3 30 0.1 
L-EAA IL 5 50 0.1 
L - 谷 無 酸 1" 10 100 0.2 
Lx e pe 10 100 0.2 
L-A 3 5 150 0.1 
L 3k S8 qrt 5 200 0.1 
L-AM 8 5 400 0.1 

a 室温 保存 

b XI Ep Hs KSA 


SC 是 一 种 完全 培养 基 ， 这 种 培养 基 中 含有 省 却 培养 基 所 有 的 可 能 补充 物 ( 即 没有 
加 人 的 那 种 成 分 便 是 “省 却 ” 的 )。 


去 氨基 酸 的 细菌 培养 用 酵母 氨 碱 (0.67%) 6.7g 

WS (2%) 20g 

细菌 培养 用 琼脂 (296) 20g 

省 却 混合 物 (0.296) 2g 

K 1000m! 
省 却 混合 物 


省 却 混合 物 是 下 列 成 分 减 去 适当 补充 物 的 组 合 。 通 过 加 入 两 块 干净 的 大 理 石 ， 上 下 
倒置 至 少 15 分 钟 使 其 彻底 混 匀 。 


[1 1 0.5g 亮 気 酸 10.0g 
RAM 2.0g MAM 2.0g 
精気 酸 2.0g PRAN 2.0g 
天 冬 酰胺 2.0g 对 氨基 芋 甲 酸 0.2g 
天 冬 気 酸 2.0g EaR 2.0g 
MAR 2.0g fie 2.0g 


RA 2.0g HAR 2.0g 
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BAR 2.0g HAR 


甘氨酸 2.0g EAR 
ARR 2.0g MAR 
肌 醇 2.0g PRE BE 
FEAR 2.0g Hg 


HARTWELL'S 完全 培养 基 (HC) 


2.0g 
2.0g 
2.0g 
2.0g 
2.0g 


Tk Lee Hactwell 实验 室 ， 使 用 的 HC 培养 基 在 方法 上 与 SC 培养 基 CML) 是 相 
同 的 。 然 而 ， 它 所 使 用 生长 补充 物 的 组 合 不 同 。 这 个 不 同 可 让 一 些 菌株 长 得 更 好 。 另 
外 ， 在 批量 制备 培养 基 时 用 以 下 介绍 的 一 系列 母液 选择 容易 制备 的 6 种 最 常用 省 却 培 养 


基 可 获得 非常 好 的 重复 性 结果 。 
这 些 母液 的 成 分 是 : 


10XHC (省 却 6 PEE AER): 


HAAR 
EAR 
FEAR 
ERAM 
RAR 
HAR 
REAM 
RAM 
丝氨酸 
精 氨 酸 
终 体 积 为 LL， 高 压 灭 菌 。 


10 x YNB: 


SRM (XEGENCRRZGRM 
BRE 
终 体 积 为 4L， 高 压 灭 菌 。 


REMBR GE: RAIER, ATE): 


高 压 灭 菌 每 一 种 溶液 ， 色 氨 酸 应 保存 于 棕色 瓶 内 。 
RENE 
PRRI? 
LE 
EAR 
亮 氨 酸 
组 氨 酸 
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0.8g 
2.4g 
3.2g 
2.0g 
4.0g 
8.0g 
4.0g 
6.0g 
16. 0g 
0.8g 


58g 
200g 


1g/L 
1g/L 
10g/L 
10g¢/L. 
20g/L 
10¢/L 


Hartwell 完全 平板 培养 基 
将 20 克 琼 脂 溶 于 619ml AIK, BL 三 角 瓶 中 灭 菌 20 分 钟 ， 再 加 入 以 下 成 分 : 


20% Mite (无 菌 》 100ml 
10x YNB 100ml 
10x HC 省 却 6 种 氮 基 酸 液 100ml 
尿 喀 啶 溶 被 35ml 
Bg ERUIT TR 20ml 
HARER 12ml 
色気 酸 溶液 8ml 
TARER 4ml 
HARER 2ml 
MAL 指示 培养 基 


MAL 指示 培养 基 是 一 种 用 于 鉴别 菌株 是 否 能 发 酵 麦 芽 糖 的 指示 培养 基 。 由 于 pH 
值 的 改变 ， 发 醇 麦 芽 糖 的 菌株 将 改变 指示 剂 使 其 呈 黄 色 。 


细菌 培养 用 酵母 抽 提 物 (196) 10g 
IRR (2%) 20g 
麦芽 精 (2%) 20g 
PRR (0.496 BH) 9ml 
细菌 培养 用 琼脂 (2% ) 20g 
ZEK 1000ml 
0.4% 65 3 PA EE: 
APERE 200mg 
EKAR (100%) 50ml 
GAL 指示 培养 基 
GAL 指示 培养 基 用 于 评估 发 酵 半 乳糖 的 能 力 。 
细菌 培养 用 酵母 粉 (196) 10g 
蛋白 腑 (2%) 20g 
细菌 培养 用 琼脂 (2%) 20g 
澳 甲 酷 蓝 溶液 (4mg/ml 母液 ) 20ml 
蒸 増水 880ml 


AREKE, M 100ml tÈ (0.24m FLERE) 除 菌 的 20% 半 乳糖 溶液 。 
REPRESS: 


BUE 400mg 
燕 増水 100ml 
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BEBE X - GAL 指示 平板 


5 -省 -4- 气 - 3- 呵 噪 -8 ESL (X-ga) 通常 在 酸性 pH 的 SD 培养 基 上 对 酵母 
不 起 作用 ， 因 此 使 用 中 性 pH 值 的 培养 基 。 很 明显 ， 许 多 酵母 在 这 种 替换 的 pH 条件 下 
不 能 很 好 地 生长 ， 为 了 评估 B- 半 乳糖 苷 酶 的 表达 ， 该 培养 基 是 一 个 有 价值 的 尝试 。 


溶液 工 : 


混合 液 ; 
10 x 磷酸 缓冲 母液 100ml 
1000 x JG EL $E ER 1ml 
省 却 混合 物 2g 


WRAL AM, MERKAR 450ml; MRIS AKA, MARK 
调 到 400ml. 


E D: 
在 一 个 2 升 三 角 瓶 内 混合 : 
细菌 培养 用 琼脂 20g 
FB x 500ml! 


分 别 对 以 上 洲 液 灭 菌 。 当 冷却 至 CUF, 向 溶液 】 PHA Fas: 
葡萄 糖 或 其 他 糖 至 终 深度 为 2% 


X - gal (20mg/ml, 洲 解 于 二 甲 基 甲 酰胺 中 ) 2ml 
100 x 维生素 母液 10ml 
其 他 对 热 敏 感 的 补充 成 分 
混合 上 述 溶液 ， 每 平板 约 铺 30ml。 

10x ERE RAR: 
KH;PO, (tmol/L) 136.1g 
(NH4J,SO, (0.15mol/L) 19.8g 
KOH (0.75mol/L) 42.ig 
EK 1000ml 
调 至 pH7， 高 压 灭 菌 。 


REAR: 固体 KOH 具 腐蚀 性 ， 操 作 时 要 格外 小 心 ， 必 须 戴 手套 和 面 哩 。 
1000 x 无 机 盐 母 液 ; 


FeCl; (2mmol/L) 32mg 
MgSO,*7H;O (0.8mol/L) 19.72g 
IEK 100ml 


灭 菌 保存 。 这 种 溶液 会 形成 黄色 微粒 沉淀 ， 使 用 前 必须 重新 悬浮 。 
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キー 


100 x 维生素 母液 ; 


WU (0. 04mg /ml) 4mg 
EDR (pg/ml) 0.2mg 
IRENE (0.04mg/ml) 4mg 
肌 醉 (0.2mg/ml) 20mg 
泛酸 (0.04mg/ml) 4mg 
ADK 100ml 
用 0. 2pm 微 孔 滤 膜 过 滤 除 菌 。 
SERES X-Gal 平板 培养 基 

这 些 平 板 用 来 检查 已 被 裂解 并 固定 在 IMM 滤 膜 上 细胞 中 的 B- 半 乳糖 苷 酶 活性 。 
细菌 培养 用 琼脂 20g 
1mol/LNa; HPO, 37 .7ml 
1mol/LNaH;PO, 42.3ml 
MgSO, 0.25g 
IRK 900mi 


KAS, 加 6ml 的 X-Gal 溶液 (20mg/ml 溶 于 N，N -二 甲 基 甲 酰胺 ) 
FPRBLIERS (presporulation medium) 


将 菌落 转移 到 产 孢 培养 基 之 前 ， 在 此 培养 基 上 先生 长 1 一 2 天 。 这 对 于 那些 直接 接 
入 培养 基 不 能 形成 殉 子 的 菌株 是 必需 的 。 


细菌 培养 用 醇 母 抽 提 物 (0.896) 0.8g 
细菌 培养 用 蛋白 肪 (0.3%) 0.3g 
葡萄 糖 (10% ) 10g 
细菌 培养 用 琼脂 (2% ) 2g 
FEAR IK 100ml 
FARRE 

在 培养 基 上 ， 菌 株 将 经 几 次 分 烈 ， 培 养 3 一 5 天 后 ， 菌 株 会 形成 孢子 。 

醋酸 钾 〈1% ) 10g 
细菌 培养 用 酵母 抽 提 物 (0.196) 1g 
Wu (0.05%) 0.5g 
细菌 培养 用 琼脂 (2%) 20g 
蒸馏 水 1000ml 


在 产 孢 培养 基 上 ， 和 营养 缺陷 型 二 局 体 的 孢子 形成 需要 补充 营养 。 对 于 SMM 平板 , 
用 25% 的 补充 物 ， 这 些 补充 物 必 须 在 培养 基 混 合 时 加 人。 此 外 ， 也 可 按照 SMM 平板 
列 出 的 体积 将 补充 物 加 在 孢子 形成 平板 的 表面 。 在 接种 醇 母 之 前 ， 让 培养 基 表 面 的 液体 
充分 干燥 。 
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EAP RARE 
MATa/MAT o 二 倍 体 细胞 在 这 种 培养 基 上 经 过 18 一 24 小 时 就 会 形成 孢子 而 没有 


营养 体 生长 。 
酷 酸 钾 (1%) 10g 
细菌 培养 用 琼脂 (296) 20g 
AKTRCK 1000ml 


EPRE EEEE PE RT FEE Ph EE. 31 SMM 平 板 , 25% 
的 补充 物 必须 在 混合 培养 基 时 加 和 人。 此 外 ， 也 可 将 补充 物 按照 SMM 平板 列 出 的 体积 铺 
在 孢子 形成 平板 的 表面 ， 在 接种 醇 母 之 前 ,平板 表面 必须 充分 干燥 。 


低 pH 蓝 色 平板 
该 平板 用 于 检测 放 毒 (酵母 ) 的 表 型 。 
细菌 培养 用 酵母 抽 提 物 (1% ) 6g 
BABAR (2%) 12g 
Wh (2%) 12g 
细菌 培养 用 琼脂 (2% ) 12g 
ARB IK 533ml 
将 上 述 成 分 灭 菌 后 ， 加 人 下 列 湾 液 : 
亚 甲 蓝 无 落水 溶液 Sml 
PRT RRR (无 菌 } 67ml 
EG CP RK: 
亚 甲 蓝 20mg 
无 菌 水 5ml 
4& pH 183% FER 69 EAE EHE RR HE E. 
FER 14.07g 
K3HPO, 18.96g 
AHK 67ml 
用 固体 K-HPO, 或 柠 榜 酸 调 至 pH4.5, BERR. 
药物 选择 性 培养 基 
5-W-SUNRMIEÓE 


5 - 無 - 乳 清 酸 (5-FOA) 用 来 选择 那些 不能 利用 乳 清 酸 作为 喀 啶 环 原料 的 突变 细胞 。 
野生 型 细胞 将 5-FOA 转化 为 5 - 氟 乳 清华 酸 ， 这 是 通过 结合 磷酸 核糖 焦 硫 酸 (PRPP)。 
随后 脱 凑 形 成 5 -R-EREEERLERE. (S-FUMP) 而 实现 的 。 这 两 步 分 别 由 URAS 和 URA3 
酵母 基因 的 产物 所 催化 。 显 然 ， 后 来 形成 的 5 - 氟 脱 氧 尿 苷 是 一 种 很 强 的 胸 苷 酸 合 成 酶 
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的 抑制 剂 ， 因 此 ， 对 细胞 很 有 毒 。 从 5-FOA 转化 到 3-FUMP 4^2U8 FR SE 2 53, TRE 
从 头 合成 途经 的 两 个 步骤 能 被 突变 而 阻碍 其 尿 苷 利用 。 只 有 提供 尿 喀 啶 ， 通 过 补救 途径 
才能 形成 UMP. it ura3 -和 wra5 突变 株 能 在 含有 5-FOA 的 培养 基 上 生长 (Boeke 
etal., Mol. Gen. Genet 197: 345 [1984])。 实 际 上 上， 仅仅 ured” PRM GRE 
Re FRG, HEILERREIUE RA, PRPP 的 酶 可 利用 乳 清 酸 作为 底 物 ， 在 一 定 底 物 水 平 下 人 


细菌 培养 用 酵母 氨 碱 (0.6796) 6.7g 
省 却 尿 喀 啶 的 混合 物 (0.296) 2g 
Be (2%) 20g 
RREE (SOug/ml) 50mg 
5-FOA (0.1%) lg 
Rm / 500ml 
将 上 述 成 分 溶解 ， 用 0.2um 孔径 滤 膜 过 滤 除 菌 。 
将 琼脂 单独 高 压 灭 菌 : 
细菌 培养 用 琼脂 (2%) 20g 
蒸馏水 500ml 


待 琼脂 冷却 至 80 尼 时 ， 温 合 上 述 两 种 溶液 ， 每 平板 铺 2Sml。 
含 5-FOA- Ala HC 培养 基 

按 前 所 述 制备 一 升 HC 平板 培养 基 ， 让 三 角 瓶 冷却 到 SUCH, H 1.0g S-FOA。 
a AK LE CBAR 


野生 型 菌株 不 能 利用 高 水 平 a -氨基 乙 二 酸 盐 (aAA) 作为 惟一 氮 源 ， 因 为 酵母 可 
以 通过 正常 的 赖 氮 酸 合成 途径 转化 成 有 毒 中 间 物 (Chattoo et al. ， Genetics 93: 51— 65 
[1979]; Zaret and Sherman J. Bacteriol. 162: 579 —583 [1985])。 该 培养 基 常 用 于 
LYS2 和 LYS5 HAH RHE. 


ROREM SOS HAARE (0.16%) 1.6g 
HAR (30mg ル ) 30mg 
葡萄 糖 (2% ) 20g 
细菌 培养 用 琼脂 (2%) 20g 
RRK 960ml 
高 压 灭 菌 后 ， 加 人 40ml 的 5% aAA 溶液 。 
5% aAA: 

-AELE 2g 
k 40ml 


混合 并 用 10mol/L KOH 调 至 pH6.0 使 其 溶解 。 在 加 入 到 高 压 灭 菌 的 培养 基 之 
Wi. 用 0.2um 微 孔 滤 膜 过 滤 除 菌 。 
安全 须知 : 在 操作 浓 碱 时 要 格外 小 心 ， 必 须 戴 手 套 和 面 单 。 
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DE TL 


放 线 菌 酮 抗 性 由 许 客 不 同 基因 产生 ， 但 高 水 平 抗 性 通常 由 cyh2 基因 座 发 生 突变 而 
产生 ，cywh2 基因 座 能 编码 L29 核糖 体 亚 基 ， 对 放 线 菌 酮 的 杭 性 是 隐 性 的 ， 大 概 是 因为 
敏感 的 核糖 体 保持 与 mRNA 结合 阻止 肽 链 的 进一步 延伸 。 

放 线 菌 酮 可 用 于 YPD 或 合成 培养 基 ， 以 10me/L 终 流 度 用 于 YPD， 以 3mg/L RK 
度 用 于 SD. SC 和 YPG。 和 母液 配制 : 将 100mg IER ALIS AE T. 10ml RHA, BEA 
0.2um PERRA, HAIE 4 下 保存 ， 加 适量 的 放 线 菌 酮 待 到 高 压 灭 菌 后 的 培养 
基 中 。 


AZAR 


刀 豆 氨 酸 是 精 氨 酸 的 类 似 物 。 二 者 都 通过 cani 基因 座 编码 的 高 亲 和 通 透 酶 送 人 组 
胞 。 刀 豆 氨 酸 的 高 水 平 抗 性 是 由 于 该 基因 座 发 生 罕 变 而 产生 ， 但 低 水 平 抗 性 可 由 其 他 许 
多 基因 座 所 产生 。 

因为 刀 豆 氨 酸 是 一 种 竞争 性 抑制 剂 ， 必 须 从 培养 基 中 排除 精 氨 酸 ， 以 便 测 试 药物 的 
敏感 性 。 刀 豆 氢 酸 的 抗 任 也 必须 在 高 所 条 件 下 ， 例 如 在 SD 或 SC 培养 基 中 ， 进 行 评价 。 
因为 在 这 种 情况 下 ，CANI 通 透 酶 只 为 精 握 酸 和 刀 豆 答 酸 提供 进 人 细胞 的 途径 ， 在 低 氮 
条件 下 , 由 YPD 培养 基 提 供 的 有 效 氨 诱导 基本 氨基 酸 通 透 酶 (GAP) AS, 使 精気 酸 
和 力 豆 氨 酸 也 可 由 这 条 途径 被 摄取 。 另 外 ，Can* Arg” 营养 缺陷 型 在 YPD 上 能 存活 ， 而 
在 合成 培养 基 上 不 能 成 活 ， 因 为 它们 不 能 摄取 精 氨 酸 。 

787] GRR REL FAR OK | X, 20mg/ml 母液 ， 用 0.2pm DERE EGER ER. RAE HE 
ACF, WBE Ba SD 或 SC arg 培养 基 ， 以 60mg/L 的 浓度 用 于 评估 和 筛选 
Js SEEDUS. 
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附录 B 菌株 保存 


酵母 菌株 可 在 1596 (v^) 的 甘油 中 时 ~ 60 亿 或 更 低 的 温度 下 永久 保存 EE 
-55 亿 以 上 保存 则 醉 母 菌 易 死亡 }。 大 多 研究 者 用 装 有 Im 15% (v/v) 元 菌 甘 油 的 2ml 
的 小瓶 (35 Xx 12mm) 保存 菌株 ， 这 些 菌 株 长 在 YPD 平板 的 表面 ， 用 无 菌 禄 或 牙签 将 酵 
母 刊 下 来 ,悬浮 到 甘油 中 盖 紧 盖子 ， 振 荡 均 匀 后 冰冻 冷藏 。 把 冷冻 的 样品 转移 到 YPD 
平板 上 培养 ， 醇 母 菌 则 可 复苏 生长 。 

在 YPAD 斜面 培养 的 酵母 ， 可 在 4 下 保存 6 个 月 ， 因 为 斜面 占用 空间 小 ， 不 会 干 
燥 , 并 含有 充足 的 逐 嗓 险 以 防止 一 些 ade ^ 突变 株 所 产生 的 红色 素 引 起 的 毒性 。 所 以 ， 
St RAT ALF HERE 


参考 文献 


Well, A. M. and G. G. Stewart. 1973. Storage of brewing yeasts by liquid nitrogen refrigeration. Appl. Microbial. 
26; 577. 


* 119 - 





附录 C 酵母 遗传 图 谱 和 物理 图 谱 


在 114—119 页 的 附 图 中 ,描述 了 酿酒 醉 母 的 16 RES A 
及 它们 的 相 志 关 系 。 文 中 用 图 和 解 的 方式 将 16 条 染色 体 的 每 一 条 物理 图 谱 CAA, UW kb 
为 单位 ) 和 遗传 图 谱 { 右 图 ， 以 厘 摩 为 单位 ) 进行 了 平行 比较 。 在 这 个 图 中 ,一些 有 用 
的 信息 在 栈 酒 醉 母 基因 组 数据 库 (http; //genome-wvrw. stanford. edu/Saccharomyces/) 中 
可 以 找到 。 物 理 图 谱 上 的 阴影 部 分 表示 阅读 框 ; 在 Watson 链 { 左 端 粒 是 此 链 的 5 380) 
上 的 阅读 框 用 线 灰 色 阴 影 表示 ; 在 Crick 链 上 的 阅读 框 则 用 深 灰 色 阴 影 表 示 。 只 要 是 被 
标明 的 区 域 ， 都 给 出 了 阅读 框 的 基因 名 称 。 遗 传 学 图 谱 的 建立 是 基于 1991 年 SGD 項目 
或 更 早 的 数据 。 位 于 右边 遗传 学 图 谱 上 的 水 平 线 ， 标 明了 各 基因 的 位 置 ， 和 遗传 图 谱 上 的 
基因 与 物理 图 谱 的 相应 阅读 框 之 间 用 线 连 接 起 来 ， 对 已 知 的 同义词 列 出 了 单个 名 字 (经 
间 意 重 版 ，Cherry et al. [1997] Nature 387; [supplement] 67~73. Copyright Macmil- 
lan Magazines Ltd. )。 


参考 文献 


Cherry, J. M., C. Ball, S. Weng, G. Juvik, R. Schmidt, C. Adler, B. Dunn, S. Dwight, L. Riles, R. K. 
Mortimer, and D. Botstein. 1997. Genetic and physical maps of Saccharomyces cerevisiae. Nature 387; (suppl. ) 
67-73. 
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附录 D 模 格 
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MRE 用 于 Southern 印迹 作 图 的 菌株 电泳 核 型 


AE: 此 附录 的 内 容 基本 上 被 苹 母 基因 组 的 测序 ( 见 附录 C). 所 取代 ， 但 该 信息 对 于 用 脉冲 凝 胶 电泳 
来 估计 整个 染色 体 的 大 小 是 有 用 的 。 
染色 体 定位 


《 引 自 Carle and Olson [1985] Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 3756— 3760.) 




















电泳 谱 带 与 染色 体 的 对 应 关系 
mik ic ſ ig 特异 鉴定 杂交 探 守 
1 I CDC19 
2 M SUP11 
3 I SUP61 
4 K SUP17 
5A n ARG4 
5B Y URA3 
6 MJ URAI 
7 X URAZ 
XIV SUF10 
LYS2 
10A x0 SUPS 
10B XVI GAL4 
lA, B XV, M SUP3, LEUI 
12 N SUP2 
指定 菌株 
菌株 解 离 双 联 笨 基因 型 
上 AB972 (标准 ) MATa trpl 
A36da SA, 5B MATa ural lys? ade? adel his? tyr] 
YPH45 10A, HOB MATa ura} ~ 52 fys2 ade2 trp1- Al 
作 图 菌株 
菌株 #80 
YPH80 MATa ura3-52 1y52 ade” his? trpl-A1 
YPH81 MATa ura3-52 [2 ade” trpl-Al 


YPH149 和 YPH152 分 别 是 YPH80 和 YPHS1 KHMER, SP ee 
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而 来 。 它 们 与 标准 核 型 相 比 有 如 下 不 同 ， 
第 11 RPAAFRARKV, (RAPA). 
衍生 于 染色 体 半 和 携带 着 缘 粒 近 端 的 RAD2 序列 的 一 条 染色 体 片段 (URA3*) if 
移 到 谱 带 10b 和 11 之 阳 。 
衔 生 于 染色 体 贡 和 携带 着 丝 粒 远 端 的 RAD2 FIARA EHE (TRP) 迁移 
到 谱 带 1 的 下面 。 


生长 在 基本 培养 基 〈 选 择 URA*) 上 的 YPHIA9 和 YPHIS2 呈现 出 一 个 很 强 的 90kb HY 
BERE, 
参考 文献 


Carle, G. F. and M. V. Olson. 1985. An electrophoretic karyotype for yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 3736 一 
3760. 
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附录 F Bw M 
实验 1 酵母 细胞 的 观察 


il TSY623 MATa ade? his? leu2 uraà 

1-2 TSY807 MATa his3 Leu2 Ds2 ura3 

L3  TSY800  — MAT a/a ADE2 /ade2 his3 /his3 leu2 /leu2 bye? /LYS2 ura /ura3 

l4  TSY48! ~ MAT aa ADE2 /ade2 his3 /his3 leu2 /leu2 LYS /tys2 ura3 /ura? [pTS568] 
15 TSY514 MATa his3 leu? Lye? ura3 [pTS592] 


实验 2 ”营养 缺陷 型 、 温 度 敏 感 型 和 紫外 敏感 型 突变 株 的 分 离 和 鉴定 


24 S288C MATa mal gat? 
2-2 P665 - 1A MATa 

实验 3 RMD RE 

3-1 1385-3B MATa hist-G metl3 byaZ ho. LYS2 

3-2 1384-10D MATa hist-N metd ura3 leu2 trpl の 2 hho. LYS2 
33 1385-3B x 1384-10D 

34 — FW786 MAT adeB 

3.5 — FW7E MATa ade 

340 — ERX-LC MATa hisd-N met4 adeb 

3-1 ERX-3C MATa hisd-N met4 adeb 

3-12 ER3a MAT a hist-G meti3 ade8 

3-13 ER3e MATa his4-G mett3 adeB 


实验 4 有 丝 分 裂 量 组 和 随机 孢子 分 析 


41 TSYSI2 MATa cant hom3 leu2 lys2 ura3 
42 TSYSI3 MATa ade? hist Lys2 trpi 


实验 5 PERE 


5-1 TSY623 MATa ade2-20] his3-A200 Ie2-3, 112 urad-52 

52 TSY502 MAT a his3-A200 leu2-3, 112 Lys2-801 ura3-52 tub4-34 
5-3 TSY807 MATa hix3-A200 lew2-3, 112 iy2-801 ura3-52 

5-4 TSY808 MATa ade2- 101 


实验 6 胞 呈 和 核 配 


61 DG21 MATa kari ara? adel ura3 

6-2 DDM30B MATa ade2 canl uraJA trplA leu? ade5 cy 2P lys5 
6-3 PT! MATa ile hom3 can? 

64 PT2 MATa ile hom3 can? 
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实验 7 CARR 


7-1 BY4732 MATa Ais3A200 metl 5A0 trpl A63 ura3A0 

72 UCCIIS MATa ade2A:: his his3A200 Leu2AD lys2A0 metl 5 AO trplA63 
ura3AD Ahh f2-hhi2:;. METIS Ah f1-hht] LEUZ 
[pRM200U ( URA3 CEN ARS HHF2-HHT2)] 


实验 8 ras2 抑制 基因 的 分 离 


8-6 L784TRP MATa RAS2 hísd ura3 leu2 canl 
8.; AMPIA] MATa res2-530:: LEU? hist ura3 leuZ trpl cant 
8-8 AMPI42 MATa ras2-530:: LEUZ hisd ura3 leu2 iyi cant 


实验 9 细胞 型 操作 


9-1 CKY8 MATa ura3-520eu2-3,. 112 

9-2 AAY1017 MATa hist 

9-3 AAYIOI8 MATa hil 

9-4 YSCO06 MAT à ura3 ade2-1 trpi-1 can1-100 leu2-3, 112 
hisj-11, 15 [psi*) GAL* 

9-5 YSCUOS MATa ura3 ade2-1 trpl-1 canl-100 leu2-3, 112 
his3-11, I5 [psi*] GAL* 


实验 10 $8 FEIGUE SEE EN IEEE UL IE EI 


10-1 UOC3505 MATa ura3-53 122-801 ade2-101 leu2-Al his3-A200 
Appri;: LYS adh4:: URAS-TEL-VIIL ADE2-TEL-VR 


实验 11 双 杂 合 重 和 白 互 作 分 析 法 


11-1. Y190 MATa gald gn/90 his3-A200 trpl-901 ade2-101 leu2-3, 112 
b: GAL-HIS3: LYS ura3-52: GAL-lacZ: URAS Cy" 

11-2 Y187 MATa gaid gal80 his3-A200 trpl-901 ade2-101 wura3-52 
leu2-3, 112 ura3-52; GAL-lacZ; URA3. 

11-3 TSY801 Y190 [pTS4341 

11-4 TSY802 Y187 [pTS721] 

11-5 TSY803 190 [pAS1] 

11-6 TSY804 Y187 [pACTI ] 

11-7 TSY805 190 [pTS428) 

11-8 TSY806 Y190 [pTS430] 
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附录 G 用 标准 血球 计数 板 进行 酵母 计数 


{A. Kistler and $. Michaelis) 


用 10x 物 镜 〈 配 10x AR), 可 在 视野 中 看 到 下 图 圆圈 内 所 示 的 “大 ” 方 格 ， 此 方 
WEAN OLIM 体积 因此， 每 毫升 特定 培养 物 中 的 细胞 数 可 用 下 列 公式 计算 : 
细胞 数 /每 个 方 格 X10 x 稀释 倍数 = 细胞 数 /ml 培养 物 


ECHTE TT 

SERE RN GN GU 

上 -i n i E A i EREE 
BEEN EMI 





标准 血球 计数 板 
{根据 Sigma-Aldrich Co. [copyright 1994] Ett) 





不 同 酵母 培 非 物 中 的 钢 胸 数 
培养 物 Obs, 细胞 数 FART ci m EE EE 
Sat'd YEPD 25 3x 105 /ml 107?or 1073 
Log YED 6.25 3x 10° /ml 10° or 107! 
Sat'd SC- LYS 5 iX 105/ml 10^! or 107? 


一 般 来 说 ， 最 好 使 用 40x 物镜 ， 这 样 视野 中 就 只 有 一 部 分 圈 内 的 方 格 看 得 部 。 即 
儿 个 “小 ” 方 格 〈 上 图 左下 方 标明 了 一 个 小 方 格 的 区 域 )， 然 后 数 出 5 个 小 方 格 内 的 细 
胞 数 ， 用 下 列 公 式 计算 ， 

5 个 小 方 烙 内 的 细胞 数 x5x 10* x 稀释 倍数 = 细胞 数 /ml 培养 物 
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